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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Die Nanotechnologie ist eine der Schlisseltechnologien des 21. Jahrhunderts und findet Anwen-
dung in vielen technischen, physikalischen und chemischen Bereichen [1]. Auch in der Medizin
gewinnt die Nanotechnologie immer mehr an Bedeutung. Die sogenannte Nanomedizin bietet
daher ein enormes Potential Innovationen zu schaffen und neue Anwendungsgebiete zu erschlie-

Ben [2].

Eine wesentliche Unterkategorie der Nanomedizin bilden die Nanopharmazeutika, die zur Diag-
nose, Pravention und Therapie von Krankheiten eingesetzt werden kénnen. Bei der Therapie von
Krankheiten kénnen Nanopartikel als Trager fir Wirkstoffe fungieren, um diese zu ihrem Zielort
zu bringen [3]. Aufgrund der geringen GroBe kdnnen sie leicht in den Kérper eindringen und
gezielt zu bestimmten Geweben oder Zellen gelangen. Nanopharmazeutika kénnen auch phar-
makologisch aktive Substanzen sein, deren PartikelgréBe im Nanometerbereich liegt. Durch Er-
héhung des Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnisses bei gleichzeitiger Verringerung des Partikel-
durchmessers kdnnen bestimmte Eigenschaften der Substanzen verdndert werden [4]. Dies er-
maoglicht einen praziseren und effizienteren Einsatz von Wirkstoffen, reduziert potenzielle Neben-
wirkungen und verbessert die Wirksamkeit von Medikamenten. Das gleiche Prinzip kann man sich
bei der Bildgebung /17 vivo zunutze machen, wenn sich Kontrastmittel in dem Gewebe, das unter-
sucht werden soll, anreichert oder in der Pravention von Krankheiten, um Antigene einer Schutz-

impfung gezielt in Immunzellen zu transportieren [5,6].

Wahrend viele innovative Ansatze noch weiter erforscht werden und vermutlich erst in Jahren
ihren Einsatz am Menschen finden, sind andere Nanopharmazeutika bereits fester Bestandteil
bestimmter Therapien. Besonders in der Tumortherapie werden seit Jahren nanopartikuléare Tra-
ger genutzt, um die Wirksamkeit zu erhdhen und Nebenwirkungen zu verringern. 1995 wurde
Doxil® von der FDA zugelassen [7]. Bei Doxil® handelt es sich um das Zytostatikum Doxorubicin,
das in 80-100 nm groBe Partikel aus einer Doppellipidschicht, sogenannten Liposomen, einge-
schlossen ist. Fur die Behandlung des Mammakarzinoms wurde 2008 Abraxane® zugelassen, ein
Medikament, bei dem das Zytostatikum Paclitaxel an Albumin gebunden ist. Die ca. 130 nm gro-

Ben Partikel reichern sich im Tumorgewebe an und fiihren so zu einer erhéhten Wirksamkeit [8].
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Einen der groBten Erfolge hatte die Nanotechnologie bei der Impfkampagne zur Bekdmpfung
der Covid-19 Pandemie. Nanopartikuldre Formulierungen zeigten bei der Entwicklung von
Schutzimpfungen gegen den SARS-CoV-2 Erreger diverse Vorteile: Durch das Verpacken der
mMRNA in eine Lipidhlle wird sie vor dem Abbau geschitzt [9]. Zudem erleichtert der nanoparti-
kulare Trager aufgrund seiner GroBe die Aufnahme in die Zellen des Immunsystems. Dadurch
wird die Immunogenitat, also die Wirksamkeit, des Impfstoffes verbessert. Dieses Prinzip der Va-
kzinierung wird bei den Impfstoffen der Firmen Pfizer-BioNTech und Moderna eingesetzt, die

beide eine hohe Schutzwirkung gegen Covid-19 aufweisen [10].

Auch wenn die Nanomedizin erste grofe Erfolge erzielen konnte, steht man bei der Entwicklung
neuer Produkte vor diversen Herausforderungen. Bei der Herstellung von Nanopartikeln und na-
nopartikularen Tragern ist die Kontrolle Uber den Herstellungsprozess und die Eigenschaften des
Endproduktes, vor allem der PartikelgroBe, eine der wichtigsten Aufgaben [11]. Weitere Eigen-
schaften und Funktionen der Partikel, wie die Biodistribution und Sicherheit, hdngen stark von
ihrer GroBe ab. Eine weitere Herausforderung ist es Methoden zu entwickeln, die hochskalierbar
sind [12]. Viele Methoden sind nur maBig geeignet, um eine ausreichende Menge an Partikeln mit
konstanter Qualitat zu liefern. Zudem neigen Nanopartikel aufgrund der groen Oberflache zu
physikalischer und chemischer Instabilitat, besonders zur Agglomeration. Es mussen stabile For-
mulierungen entwickelt werden, um eine ausreichende Stabilitat Gber die gesamte Laufzeit zu

gewahrleisten.

Auch die Charakterisierung des Produktes birgt besondere Herausforderungen. Da die Partikel zu
klein sind, um sie mit herkdmmlichen optischen Mikroskopen zu visualisieren, braucht man mo-
derne Techniken, um ihre GroéBe, Form und Oberflacheneigenschaften zu bestimmen. Um die
Eigenschaften der Partikel umfassend zu charakterisieren, ist eine Kombination vieler innovativer

analytischer Verfahren notwendig [13].

Aufgrund mdoglicher Eigenschaftsanderungen von Materialien im Nanobereich, sollte der Sicher-
heit bei der Anwendung am Menschen groBe Aufmerksamkeit geschenkt werden. Gefahr und
zugleich groBe Chance ist die veranderte Biodistribution kleiner Partikel im Kérper. Partikel unter
1000 nm kénnen je nach ihrer GréRe unterschiedliche Gewebe und Organe erreichen. Wahrend
man sich diesen Effekt im Drug Targeting zunutze macht, kann es auch negative gesundheitliche

Folgen haben, wenn bei klassischer Anwendung nicht toxische Substanzen an Orte im Korper
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gelangen, an denen sie Schaden anrichten kénnen. Wenn zusatzlich die Elimination der Partikel

nicht erfolgt, kdnnen schadliche Stoffe Uber einen langeren Zeitraum im Kérper akkumulieren.

Um die Qualitat und Sicherheit von Nanopharmazeutika gewahrleisten zu kénnen, sind bei der

Herstellung ein gutes Prozessverstandnis und sorgfaltige Prozesskontrolle erforderlich.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Strategien zu entwickeln, wie Polymernanopartikel als Wirkstofftrager
hergestellt werden konnen, die genau definierte Eigenschaften besitzen. Die Partikeleigenschaf-
ten sollen dazu fihren, dass der Wirkstoff an seinen Wirkort gelangt. Fur die Herstellung dieser
maBgeschneiderten Partikel ist ein umfangreiches Prozessverstandnis erforderlich. Um reprodu-
zierbar Partikel herzustellen, die konstant die erforderliche Qualitat aufweisen, missen die Her-

stellungsprozesse zusatzlich gut kontrollierbar sein.

Fur die Umsetzung dieses Ziels soll ein systematischer Ansatz gewahlt werden, der sich auf die
verfahrenstechnischen Aspekte der Nanopartikelherstellung konzentriert und als Vorlage fur zu-
kunftige Herstellprozesse dienen kann. Nach den Prinzipien von Quality by Design und unter
Anwendung der statistischen Versuchsplanung soll eine Herstellungsmethode detailliert unter-
sucht und optimiert werden, Partikel mit definierten Eigenschaften hergestellt und in eine stabile
Form Uberfiihrt werden. Dabei sollen sowohl die Eigenschaften, die der Wirkstoff mitbringt, als

auch die Eigenschaften der Polymere mit einbezogen werden.

Zusatzlich sollen verschiedene Herstellungsmethoden untereinander verglichen werden. Dabei
liegt der Fokus auf den partikelgenerierenden Herstellungsschritten, fur die Gemeinsamkeiten
und Unterschiede herausgearbeitet werden sollen. Dadurch soll das Verstandnis verbessert wer-
den, wie aus unterschiedlichen Polymeren schnell, einfach und zielsicher nanopartikulare Wirk-

stofftrager hergestellt werden kénnen.

Die hergestellten Partikel sollen wahrend des Optimierungsprozesses regelmafBig auf ihre defi-
nierten Zieleigenschaften analysiert werden. Die optimierten Partikel sollen am Ende des Herstel-

lungsprozesses ausfuhrlich charakterisiert werden.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Nanopartikel

Nanopartikel ist ein Uberbegriff, der Teilchen beschreibt, deren Dimensionen im Nanometerbe-
reich liegen. Dieser Bereich wird im Allgemeinen von 1 nm bis 100 nm definiert, je nach Anwen-
dungsgebiet aber auch bis zu 1000 nm [14]. Bei der Definition dieses Bereiches kommt es weniger
auf die genaue GroRe der Partikel an, sondern viel mehr auf die Eigenschaften, die ein Material
durch die Nanoskalierung erhalt. Fur die pharmazeutische Anwendung bietet das Skalieren eines
Materials auf GroBen unter 1000 nm die Moglichkeit, nattrliche Barrieren zu berwinden und so
Bereiche fiir Wirkstoffe zuganglich oder besser zuganglich zu machen, als es groBere Partikel
kénnen [15]. Je nachdem wie groB diese Partikel sind, Gberwinden sie unterschiedliche Barrieren
und kénnen dementsprechend in unterschiedliche Gewebe gelangen. Sind Partikel kleiner als
10 nm konnen sie abhangig von ihrer Form und Ladung die Blut-Harn-Schranke passieren und
werden Uber die Niere ausgeschieden [16]. Sind Partikel also zu klein, verbleiben sie nicht lange
im Korper und der pharmazeutische Effekt ist dementsprechend gering. Sind Partikel kleiner als
bis zu 400 nm, reichern sie sich aufgrund der unregelmaBigen GefaBstruktur in Tumorgeweben
an [17]. Bei der Zirkulation der Partikel durchs Blut kénnen sie den Blutkreislauf aufgrund von
groBeren Lucken im Endothel im Bereich des Tumorgewebes verlassen [7]. Dies wird im allgemei-
nen als EPR-Effekt (Enhanced Permeability and Retention Effect) beschrieben. Als optimal wird
eine GroBe von 100-200 nm beschrieben, da Partikel dieser Gré3e gut in Tumorgewebe akkumu-
lieren, lange im Blut zirkulieren und sie gleichzeitig die Filtration durch Leber und Milz umgehen
[18,19]. Partikel, die gréBer als 500 nm sind, werden vermehrt durch Phagozytose oder Mikro-
pinozytose von z.B. Makrophagen oder dendritischen Zellen aufgenommen [20]. Etwas kleiner

Partikel werden durch die Clathrin-vermittelte Endozytose ins Lysosom transportiert [20].

Neben der PartikelgroBe spielt auch die Art des Nanopartikels eine entscheidende Rolle bei seiner
Funktion. Es gibt verschiedene Arten von Nanopartikel und nanopartikuldren Systemen, die in der
Pharmazie Anwendung finden. Diese lassen sich anhand ihrer Bestandteile, ihres Aufbaus oder
ihrer Funktion einteilen (Abbildung 2-1, A-C). Zum einen gibt es Nanopartikel, die aus reinem
Wirkstoff bestehen und meist eine Partikelgrée von 1 nm bis 100 nm aufweisen [21]. Diese win-

zigen Wirkstoffpartikel werden Nanocrystals bzw. Nanokristalle genannt. Meist handelt es sich
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dabei um schlecht 16sliche Substanzen, deren Losungseigenschaften durch Erhéhen der Oberfla-

che verbessert werden sollen, was wiederum zu einer héheren Bioverflgbarkeit fuhrt [22].

Neben den reinen Wirkstoffnanopartikeln gibt es auch noch nanopartikulare Wirkstofftrager, also
Partikel, die Vesikel flr eine pharmazeutisch aktive Substanz sind. Die Funktion dieser Tragerpar-
tikel ist es, den Wirkstoff gezielt an den Wirkort zu bringen. Um Wirkstoffe immer effizienter an
den Wirkort zu beférdern, wurden unterschiedliche Tragersysteme und Wirkstofftragerarten ent-
wickelt. Liposome bestehen aus einer amphiphilen Doppellipidschicht, die kugelférmig angeord-
net ist. Die lipophilen Enden der Molekile sind zueinander gerichtet, wahrend die hydrophilen
Enden zum Lumen hin und nach auBen zeigen [23]. Im Lumen kdnnen sich entsprechend hydro-
phile Wirkstoffe anlagern, wahrend sich lipophile Wirkstoffe zwischen der Doppellipidschicht an-
reichern. Die nicht kovalenten Bindungen kdnnen leicht gespalten werden, wodurch der Wirkstoff
freigesetzt wird. Solid-Lipid-Nanoparticles (SLN) bestehen ebenfalls aus Fetten, die eine solide
Lipidkugel bilden, die selbst bei Kérpertemperatur fest ist [24]. An der Oberflache dieser Wirk-
stofftrager befinden sich oberflachenaktive Substanzen, die die Partikel im Medium stabilisieren.
Polymernanopartikel bestehen aus Polymerketten, die maBgeblich fur die Partikeleigenschaften
verantwortlich sind. Neben natdrlichen Polymeren werden auch synthetische Polymere eingesetzt
und sogar Polymere, die speziell fir nanopartikuldre Tragersysteme entwickelt wurden. Die Ei-
genschaften dieser Polymernanopartikel kdnnen so unterschiedlich sein wie die Eigenschaften der
Polymere, aus denen sie hergestellt wurden. Dementsprechend bieten sie ein enormes Potenzial

furs Drug Delivery.

Nicht nur das Material, sondern auch der Aufbau der Partikel hat einen Einfluss auf ihre Eigen-
schaften und Effizienz. Der Wirkstoff kann im Trager homogen verteilt sein (Nanosphéren), im
Inneren des Tragers eingeschlossen sein (Nanokapseln) oder an Oberflache adsorbiert oder kova-
lent gebunden sein (Abbildung 2-1, B) [25]. Wo sich der Wirkstoff befindet, hat einen groBen

Einfluss auf seine Freisetzung und Stabilitat.

Um den Wirkstoff gezielt an den Wirkort zu bringen, kann die Oberflache der Trager weiter mo-
difiziert werden (Abbildung 2-1, C). Die Oberflache kann z.B. mit Antikdrpern, Rezeptoren oder
Liganden versehen werden, die Oberflachenladung kann veréandert werden oder der Partikel
durch das Binden an Substanzen wie Polyethylenglykol (PEGylierung) vor dem Abbau geschitzt
werden [26].
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Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Nanopartikelarten (A): Liposomen (o. I.), Nanokris-
talle (o.r), SLN (u. 1), Polymernanopartikel (u.r) des Aufbaus eines NP (B): Nanokapsel (o. 1),
Nanosphdre (o. r), Wirkstoff kovalent gebunden (u. ), Wirkstoff an Oberfldche adsorbiert (u. r.);
und der Oberfldchenfunktionalisierung (C): Oberfldchenladung (o. 1), Bindung an Antikérpern
(o.r), PEGylierung (u.l), Bindung an Rezeptor oder Liganden (u.r); Zeichnung erstellt mit
BioRender.com

2.2 Grundlagen zur Herstellung von Polymernanopartikeln

Es gibt im Wesentlichen zwei Gruppen, in die sich Methoden zur Herstellung von Nanopartikeln

einsortieren lassen, die ,Top Down”- und die ,Bottom Up“-Methoden (Abbildung 2-2).

Eine Mdglichkeit, Partikel einer bestimmten GréBe herzustellen, ist es, grofRere Partikel aus Aus-
gangsmaterial zu nehmen und diese zu zerkleinern, bis die gewlnschte GroBe erreicht ist. Dieses
Prinzip der Nanopartikelherstellung wird als ,Top Down" bezeichnet. Bei Top-Down-Methoden
handelt es sich meist um mechanische Prozesse aber auch mittels thermischer Methoden lassen
sich Nanopartikel herstellen. Die Ublichste Top Down Methode ist das Mahlen [27]. Um besonders
kleine Partikel zu generieren, ist ein Mahlverfahren notwendig, bei dem viel Energie in die Zer-
kleinerungsprozesse flieBt. Nassvermahlungen mittels Kugelmihle bieten eine gute Moglichkeit,
Partikel unter 1000 nm herzustellen. Aber auch die Behandlung eines groben Materials mittels

Ultraschall, UV-Bestrahlung oder atzenden Substanzen ist geeignet, um NP herzustellen [28].

Die zweite Moglichkeit ist es, Partikel aus kleineren Einheiten aufzubauen. Dieses Prinzip wird als
,Bottom Up” bezeichnet. Bei der Herstellung von Nanopartikeln sind die Ausgangsstoffe meist
Molekile oder Atome, die miteinander reagieren oder interagieren und so zu einem Partikel wer-

den. Meist liegen die Einheiten, aus denen der Partikel aufgebaut wird, zu Beginn der Herstellung
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geldst vor und fallen durch Veranderungen am Material selbst oder im Losungsmittel aus. Die
verschiedenen Bottom Up Methoden lassen sich gut nach ihrer Art der intermolekularen Wech-

selwirkungen einteilen [28].

Polymernanopartikel kénnen z.B. durch eine Polymerisation direkt aus den Monomeren herge-
stellt werden [29]. Durch die kovalente Bindung entstehen besonders stabile Partikel. Die Herstel-
lungsmethode muss so aufgebaut sein, dass die Reaktion nach Erreichen der gewlinschten Parti-
kelgroBe endet. Dafiir kann z.B. zuerst eine Emulsion hergestellt werden, bei der ein Tropfchen
der inneren Phase den Reaktionsraum darstellt und so die PartikelgroBe mitdefiniert. Bei kleineren
Tropfchen entstehen im Mittel weniger Polymerketten pro Partikel, die zudem noch kirzer sind

[30].

Bei der ionischen Gelierung entstehen Nanopartikel durch elektrostatische Wechselwirkungen
[31]. Ein geladenes Polymer reagiert mit einem mehrfach geladenen Gegenion oder einem mehr-
fach geladenen anderen Polymer. Durch den Ladungsausgleich entstehen unlésliche Partikel. Da
die Molekdle durch ionische Wechselwirkungen gebunden sind, sind sie wahrend und auch noch
nach der Partikelformierung empfindlich gegentiber Anderung der lonenkonzentration oder des

pH-Wertes im Medium [32].

Anstatt das Polymer durch eine Reaktion mit einem anderen Molekdl auszuféllen, kénnen auch
geldste Polymere durch Veranderungen am Ldsungsmittel ausgefallt werden. Bei den Fallungs-
bzw. Prézipitationsmethoden entstehen Partikel, deren Molekile nicht kovalent gebunden sind.
Das Ausfallen des Polymers kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Bei der Nanoprazipitation
wird das Losungsmittel mit einem Nicht-Losungsmittel gemischt, sodass ein Medium entsteht, in
dem das Polymer nicht mehr 16slich ist und ausfallt [29]. Wenn Lésungsmittel und Nicht-L&sungs-

mittel durch eine Membran getrennt sind, spricht man von einer Dialyse-Methode [29].

Es gibt auch zweischrittige Fallungsmethoden, bei denen die Polymerldsung zuerst als Tropfchen
in einer anderen Phase dispergiert wird. Bei der Solvent-Evaporation wird zuerst eine Emulsion
aus der Polymerldsung und einer zweiten flissigen Phase hergestellt. Durch das Evaporieren des
Losungsmittels der inneren Phase entstehen die Partikel [30,33]. Wenn Wirkstoffe in die Partikel
eingeschlossen werden sollen, die nicht in der Polymerphase 16slich sind, kann dieses Verfahren
auf eine Doppelemulsion angewendet werden. Eine Emulsion kann auch aus zwei Phasen herge-

stellt werden, die aufgrund einer hohen Salzkonzentration in einer der beiden Phasen nicht

7



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fir
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

miteinander mischbar sind. Bei der Reverse Salting Out Methode wird dann die lonenstarke durch
Verdlnnung verringert, wodurch sich die zwei Lésungsmittel mischen, zusammen ein Nichtlo-

sungsmittel bilden und das Polymer ausfallt [30,33].

Wahrend der Spriahtrocknung wird die Polymerlésung in einem Gas, meist Luft oder Stickstoff,
dispergiert und das Lésungsmittel durch Warme verdampft, wodurch Partikel meist im unteren
Mikrometerbereich entstehen. Der Wirkstoff kann in der Polymerphase geldst vorliegen, sich in
der inneren oder duBeren Phase einer Emulsion befinden oder es wird aus einer Suspensionen
sprihgetrocknet. Bei Abwandlungen dieser Methode durch Gberkritische Fluidtechnologie kann
das Lésungsmittel auch durch Anderungen des Druckes in die Gasphase Ubergehen [33]. Da
Uberkritische Fluide auch anderweitig zur Nanopartikelherstellung genutzt werden kénnen, bildet
die Uberkritische Fluidtechnologie eine eigene Unterkategorie. Zum Beispiel kann das superkriti-

sche Fluid auch als Nichtlésungsmittel zur Fallung verwendet werden.

Ein weiteres Verfahren, um Nanopartikel herzustellen, ist die Koazervation. Bei der Koazervation
wird zuerst das Polymer im Ldsungsmittel geldst und dann der Wirkstoff in diesem dispergiert
oder emulgiert [34]. Durch Anderung der Umgebungsbedingungen konzentriert sich das geldste
Polymer um den Wirkstoffpartikel und bildet eine héher konzentrierte Polymerphase, die sich
Koazervat nennt. Durch diese Phasentrennung enthalt die dulRere Phase nun Polymer in einer
geringeren Konzentration. Das Koazervat umhdllt die Wirkstoffphase vollstandig und verfestigt
sich dort, wodurch eine Nanosuspension entsteht. Bei der komplexen Koazervation sind zwei Po-
lymere beteiligt, die aufgrund von intermolekularen Wechselwirkungen ein Koazervat bilden [35].
Handelt es sich dabei ausschlieBlich um elektrostatische Wechselwirkungen, wird diese Form der

komplexen Koazervation der ionischen Gelierung zugeordnet.

Bei Emulsionsmethoden und der Nanoprazipitation kénnen die zwei Flussigkeiten auch auf sehr
kleinem Raum miteinander gemischt werden [36,37]. Dabei stromen die Flissigkeiten durch Ka-
nale, deren Durchmesser im Mikrometerbereich liegen. Ist dies der Fall spricht man von der Mik-

rofluidtechnologie.

Bei den meisten Fallungsmethoden kann der Einsatz von Tensiden oder anderen Stabilisatoren
notwendig sein, um das Partikelwachstum zu kontrollieren und die fertige Nanopartikel-Suspen-

sion zu stabilisieren.
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Abbildung 2-2: Herstellung von Polymernanopartikeln mittels Top Down- und Bottom Up-
Methoden. Teile der Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com
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2.3 Quality by Design

Quality by Design (QbD) ist ein Konzept aus dem Qualitatsmanagement, das dabei helfen soll,
die Endqualitat eines Produktes friihzeitig anzustreben und zielsicher umzusetzen [38]. Dieses
Konzept begleitet ein Produkt von der Entwicklung bis in den laufenden Herstellungsprozess, um
kontinuierlich die Qualitdt und das Prozessverstandnis zu verbessern. Da es sich bei QbD um
einen sehr umfangreichen Ansatz handelt, werden fur diesen Ansatz eigenstéandige Begrifflichkei-

ten verwendet, deren Definitionen in Tabelle 2-1 aufgefihrt sind.

Tabelle 2-1: Wichtige Begriffe von Quality by Design

verwendeter
Begriff deutscher Be-  Abkirzung Beschreibung
griff
alle Qualitatsmerkmale eines Arzneimittels, die
Quality Target  (Qualitats-) idealerweise erreicht werden sollen, um die
Product Zielprodukt- QTTP gewunschte Qualitdt zu gewahrleisten, unter
Profile profil BerUcksichtigung von Sicherheit und Wirksam-
keit [39]
physikalische, chemische, biologische oder
. mikrobiologische Eigenschaft oder ein Merk-
o ) Kritische ) ) )
Critical Quality . mal, das innerhalb eines geeigneten Grenz-
, Qualitats- CQA . . . .
Attributes wertes, Bereichs oder einer Verteilung liegen
merkmale i . L
sollte, um die gewlnschte Produktqualitat zu
gewahrleisten [39]
o . Prozessparameter, deren Variabilitat sich auf
Critical Kritische ) )
CQA auswirkt und daher tGberwacht oder ge-
Process Prozess- CPP i B
steuert werden sollte, um die gewlnschte
Parameters parameter o o
Qualitat zu gewahrleisten [39]
Eigenschaften von Ausgansstoffen und Zwi-
. Kritische schenprodukten, die zusammen mit den CPP
Critical Mate- . , . .
1 Attribut Material- CMA die Qualitat des Endproduktes beeinflussen
rial Attributes
eigenschaften und daher innerhalb von bestimmten Spezifi-
kationen liegen mussen [20,40]
. Nicht klassifi- : . .
Unclassified rte Prozessparameter bei denen nicht bekannt ist,
zi
Process 5 UPP wie kritisch eine Veranderung fur das Endpro-
rozess-
Parameter dukt ist [40]
parameter
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Der Nutzen und die Umsetzung dieses Konzeptes fir die Entwicklung und Herstellung von Arz-
neimitteln ist in den ICH Guidelines Q8 bis Q11 beschrieben, die zwischen 2004 und 2011 verof-
fentlicht wurden [39,41-43]. Durch das Anwenden der in den Guidelines beschriebenen Methoden
soll erreicht werden, dass das Arzneimittel zuverlassig eine gute Qualitat aufweist, um die Sicher-

heit und Wirksamkeit sicherzustellen.

Die Entwicklung eines Arzneimittels beginnt damit, dass die allgemeine Absicht und das Ziel der
Entwicklung definiert werden [40]. Dadurch wird sichergestellt, dass das Produkt fur die beabsich-
tigte Verwendung geeignet ist. Teil der Zielsetzung soll es sein, das Qualitatszielproduktprofil
(QTPP) zu definieren [39]. Das QTPP ist eine Zusammenfassung der Qualitdtsmerkmale eines Arz-
neimittels, die idealerweise erreicht werden sollen, um die gewilinschte Qualitat zu gewahrleisten
und dadurch die Sicherheit und Wirksamkeit sicherzustellen. Das QTPP sollte die Bedurfnisse des
Patienten und den klinischen Zweck berucksichtigen [20]. Zudem werden meistens Applikations-
weg, Darreichungsform, Bioverflgbarkeit, Starke und Stabilitdt des Zielproduktes einbezogen
[39]. In der Praxis beschreibt das QTTP oft eine gewlinschte Zieleigenschaft, ohne konkret zu

definieren, wie das Ziel umgesetzt oder gemessen werden soll.

Daher werden im nachsten Schritt kritische Qualitatsmerkmale (CQA) definiert, die das Erreichen
des QTPP gewahrleisten sollen und dazu dienen, die Qualitdt zu untersuchen und zu kontrollieren.
Ein CQA ist eine physikalische, chemische, biologische oder mikrobiologische Eigenschaft oder
Merkmal, das innerhalb eines geeigneten Grenzwertes, Bereichs oder einer Verteilung liegen
sollte, um die gewlnschte Produktqualitat zu gewahrleisten [39]. Das bedeutet, dass ein CQA
quantifizierbar und messbar sein muss. Gut ausgewahlte und vollstandige CQA helfen bei der
Produkt- und Prozessentwicklung. Auch wenn zu Beginn der praktischen Versuche die CQA de-
finiert sein mussen, konnen sie mit zunehmender Produktkenntnis und besserem Prozessver-

standnis angepasst werden [39].

Wenn das Zielprodukt definiert ist und entschieden wurde, welche Eigenschaften analysiert wer-
den sollen, kann ein Herstellungsprozess entwickelt werden. Dabei wird untersucht, welche (Roh-
stoff-)Materialeigenschaften und welche Prozessparameter einen Einfluss auf die CQA haben. Die
untersuchten Prozessparameter und Materialeigenschaften, die eindeutig einen Einfluss auf ein

oder mehrere CQA haben, nennt man kritische Prozessparameter (CPP) bzw. kritische

11
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Materialeigenschaften (CMA). In der Entwicklung werden diese vor allem genutzt, um die Eigen-

schaft des Endproduktes zu steuern.

Fur diese Untersuchung kann ein statistischer Versuchsplan (englisch: Design of Experiment (DoE))
genutzt werden, wodurch ein Zusammenhang zwischen CMA, CPP und CQA hergestellt wird. DoE
sind eines der wichtigsten QbD-Werkzeuge, um Prozessparameter zu untersuchen und zu opti-

mieren.

Da die statistische Versuchsplanung in dieser Arbeit das Hauptwerkzeug ist, um die Nanoparti-
kelherstellungsprozesse zu analysieren und zu optimieren, ist im nachsten Kapitel ausfuhrlich be-
schrieben, was man unter DoE versteht, woflr es eingesetzt wird und welche Arten von Versuchs-

planen es gibt.

Um maoglichst alle Prozessvariablen zu bertcksichtigen, die potenziell einen Einfluss auf das End-
produkt haben kénnen, sollten diese systematisch gesammelt werden. Dabei konnen andere in
der ICH Q8 Guideline beschriebene Werkzeuge, z.B. ein Ursachen-Wirkungs-Diagramm, helfen.
Da dies Ublicherweise mehr Variablen sind, als in der Praxis untersucht werden kdnnen, sollte
evaluiert werden, welche Variablen untersucht werden sollen und welche im ersten Schritt ver-
nachlassigt werden kénnen. Die Variablen, die nicht untersucht werden, werden vorerst als nicht
klassifizierte Prozessparameter (UPP) deklariert [40]. Sie kdnnen im weiteren Verlauf der Entwick-
lung untersucht werden und sollten in Betracht gezogen werden, falls es zu Problemen mit der

Reproduzierbarkeit der Qualitét des Endprodukts kommt.

Aus den Erkenntnissen dieser Untersuchungen werden dann Grenzen fiir die CMA und CPP iden-
tifiziert. Den mehrdimensionalen Raum, der durch alle méglichen Kombinationen der festgeleg-
ten Grenzen entsteht, nennt man Design Space. Das Arbeiten im Design Space fuhrt dann zur

gewlnschten Qualitat.

Nachdem ein funktionierender Herstellungsprozess etabliert wurde, wird dieser kontinuierlich
Uberwacht und bei Bedarf verbessert, um eine gleichbleibende Produktqualitdt zu gewahrleisten.
Dabei spielen Prozessiiberwachung, Qualitats-Risiko-Management (QRM), pharmazeutische

Qualitatssysteme und Revalidierung eine wichtige Rolle.

Nach einer erfolgreichen Entwicklung mittels eines DoE-Ansatzes sollte der Herstellungsprozess

gut verstanden sein und sicher ein Produkt erzeugen, dessen Qualitat den Anforderungen
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entspricht. Umschrieben wird dies oft durch den Leitsatz: ,Qualitat kann nicht ins Produkt hinein-
getestet werden, sondern soll schon bei der Entwicklung hineingebaut werden” [39]. Das bedeu-
tet, dass im Optimalfall wahrend der Entwicklung so viel Prozessverstandnis gesammelt wurde,
dass nach der Produktion die Qualitat der hergestellten Charge in der Theorie bereits bekannt ist
und dann nur noch von der Qualitatskontrolle bestatigt wird. Das soll zu weniger Ausschuss und
gleichzeitig zu mehr Flexibilitat fihren, denn im Vorfeld ist bekannt, wie stark Prozessparameter
und Qualitat der Ausgangsstoffe schwanken durfen, um die gewlnschte Produktqualitat zu er-

reichen.

2.4 Grundlagen zur statistischen Versuchsplanung

Bei der statistischen Versuchsplanung handelt es sich um einen mathematischen Ansatz, um den
Zusammenhang zwischen ausgewahlten EinflussgréBen, auch Einflussparameter oder Faktoren
genannt und unterschiedlichen Effekten, auch Zielgré3e oder Antwortvariable genannt, eines Pro-

zesses in einem mathematischen Modell darzustellen [39].

Die verschiedenen Einflussparameter werden variiert und so auf verschiedenen Stufen miteinan-
der kombiniert. Sie spannen so einen multidimensionalen Versuchsraum auf, der aus vielen Ein-
zelversuchen besteht. Durch das anschlieBende Analysieren der Zielgréen bekommt man ein
empirisches Modell, das Ursachen und Wirkung miteinander verknUpft und diesen Zusammen-
hang mit einer mathematischen Funktion, einer Regressionsgleichung, beschreibt [44]. Diese ma-
thematische Funktion kann genutzt werden, um ZielgréBen fur zuklnftige Versuche vorherzusa-
gen oder um die optimale Faktoreinstellung fur eine gewlinschte Zielgré3e oder ZielgréBenkom-
bination zu berechnen, solange sie sich im untersuchten Bereich befinden. Genutzt wird die sta-
tistische Versuchsplanung meist zur Prozessuntersuchung und -optimierung. Mithilfe der mathe-
matischen Auswertung der Ergebnisse lassen sich mit relativ wenigen Versuchspunkten verhalt-
nismaBig viele Erkenntnisse Uber den Prozess gewinnen. Fir die bessere Verstandlichkeit des The-

mas sind die fur die statistische Versuchsplanung genutzten Begriffe in Tabelle 2-2 aufgefihrt.

13



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fur
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

Tabelle 2-2: Begriffe der statistischen Versuchsplanung
Begriff Beschreibung

ZielgroBe, Antwort-  beschreiben das Ergebnis eines Versuchs und kénnen Messwerte sein
variable oder aus diesen berechnet werden [45]

EinflussgroBe, Lo ) . .
9 ) kdnnen die ZielgroBen moglicherweise beeinflussen [45]
Prozessvariable

(Einfluss-)Faktor, ausgewahlte mogliche EinflussgréBen, die in einem Versuch unter-
(Prozess-) Parameter sucht werden [45]

Stufen ohne Skala; nur Namen, Beschreibungen oder Bezeichnungen

Qualitativer Faktor
[45]

o die Stufen werden durch Zahlenwerte auf einer Messskala beschrie-
Quantitativer Faktor ) ) ] )
ben; es gibt Zwischenwerte und es kann interpoliert werden [45]

Faktorstufen Werte, die ein Faktor in einem Versuch annehmen kann [45]

mehrdimensionaler mathematischer Raum, der durch die Faktoren
Versuchsraum aufgespannt wird. Dieser ist begrenzt durch die gewahlten maxima-
len und minimalen Werte der Faktoren [46]

die fur einen Einzelversuch festgelegte Stufenkombination aller vari-

Versuchspunkt
P ablen und konstanten EinflussgroBen [46]
Versuchsplan zusammengehdrende, systematisch hergeleitete Versuchspunkte [46]
) Modellfehler; Abweichung zwischen Modellvorhersagen und ,echten”
Residuen
Messwerten [47]
Mittelwert / MaB flr den Einfluss eines Faktors auf eine Antwortvari-
Haupteffekt

able [45]

Wechselwirk Abhangigkeit des Effektes eines Faktors von der Faktorstufe eines
echselwirkun
9 oder mehreren anderen Faktoren [45]

Die Vorgehensweise bei der statistischen Versuchsplanung besteht aus Vorbereitung und Erstel-
lung des Versuchsplans, Durchfihren der Versuche sowie Auswerten des Versuchsplans und In-
terpretieren der Ergebnisse. Teil der Vorbereitung sollte es sein ein Versuchsziel zu definieren.
Zudem muss geklart sein, welche Zielgréen und Faktoren untersucht werden sollen und welche
Faktorstufen sinnvoll sind. Als nachstes muss ein geeigneter Versuchsplan ausgewahlt werden,
der zum Ziel und zur Art des Versuches passt. Auf die unterschiedlichen Versuchsplanarten gehe
ich am Ende des Kapitels ausfuhrlicher ein. Bei der Erstellung des Versuchsplans sollte auf eine
Randomisierung der Versuchspunkte geachtet werden, um zu verhindern, dass ein Trend oder

unerkannte Anderung die Schatzung der Effekte verfalscht [45]. Zuséatzlich zur Randomisierung
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kdnnen Versuchswiederholungen helfen, das Signal (den Effekt) vom Rauschen zu trennen [47].
Bei der Auswertung des Versuchsplans sollte auf AusreiBer, systematische Fehler und Streuung
geachtet werden. Diese verfalschen das Ergebnis oder fihren dazu, dass das Modell nicht aussa-
gekraftig ist. Bei der Anpassung des Modells sollte darauf geachtet werden, welche Terme Teil
des Modells sind und welche Terme rausgenommen werden. Werden zu viele Terme bertcksich-
tigt, ist das Modell zu komplex und erfasst damit auch Zufallsstreuungen [45]. Dies wird auch
Uberanpassung genannt. Werden zu viele Terme aus dem Modell genommen, kann es nicht alle
Aspekte des tatsachlichen Wirkzusammenhangs beschreiben [45]. Bei so einer Unteranpassung

sind Modell und Vorhersagen nicht mehr genau genug.

Je nach gewahltem Versuchsplan kann man verschiedene Erkenntnisse gewinnen. Ist der Effekt,
den ein Prozessparameter hat, gréBer als die Zufallsstreuung, spricht man von einem signifikanten
Parameter [45]. Ist der Effekt kleiner als die Streuung, dann kann dieser nicht oder nicht eindeutig
erkannt werden. In diesem Fall spricht man von einem nicht signifikanten Parameter. Fur die sig-
nifikanten Parameter kann man erfassen, in welche Richtung der Effekt geht, also ob eine Ant-
wortvariable erhéht oder erniedrigt wird, und anhand der Steigung der Funktion wie stark dieser
Effekt ist. In der Realitat ist ein Zusammenhang zwischen Faktor und ZielgréB3e selten linear. Um
eine Krimmung festzustellen, braucht man mehr als zwei Stufen pro Faktor. Je mehr Stufen man
wahlt und je starker die tatsachliche Krimmung ist, desto einfacher wird diese Krimmung erkannt.
Ist die Krimmung gréBer als das Rauschen, nennt man diese signifikant. Ist die Krimmung kleiner,

wird der Faktor durch das Modell in einem linearen Term dargestellt.

Ein wichtiger Vorteil der statistischen Versuchsplanung ist das Erkennen von Wechselwirkungen
der untersuchten Parameter. Untersucht man immer nur einen Parameter zurzeit (,one-factor-at-
a-time” kurz: OFAT), lassen sich keine Wechselwirkungen feststellen. Von einer Wechselwirkung
spricht man, wenn der Effekt eines Faktors davon abhéngt, auf welcher Stufe sich ein anderer
Faktor befindet [45]. Dies driickt sich mathematisch durch zwei unterschiedliche Steigungen bei

den jeweils zwei Stufen des abhangigen Faktors aus.
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2.4.1 Arten von statistischen Versuchsplanen

Es gibt verschiedene Arten von Versuchsplanen, die unterschiedliche Zwecke erfillen. In Abbil-
dung 2-3 sind exemplarisch drei dieser Versuchsplane optisch dargestellt. Je nach Ziel der Ver-
suchsreihe kann der Versuchsplan ausgewahlt werden. Innerhalb einer Entwicklung oder Opti-
mierung werden oft mehrere Versuchsplanarten genutzt, um den Prozess auf verschiedenen Ebe-

nen zu untersuchen und um sich dem Optimum anzunahern.

A B C

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung eines vollfaktoriellen Versuchsplans mit Zentralpunkt
(A), eines halbfaktoriellen Versuchsplans (B) und eines zentral zusammengesetzten Versuchsplans
mit Zentralpunkten und Sternpunkten (C) mit je drei Faktoren, grauer Punkt = Zentralpunkt

schwarzer Punkt = Eckpunkt, grauer Stern = Sternpunkt

2.411  Vollfaktorieller Versuchsplan

Der vollfaktorielle Versuchsplan ist die Grundlage vieler weiterer Versuchsplane. Dieser Versuchs-
plan enthalt alle mdglichen Kombinationen der einzelnen Faktorstufen, die den kompletten Ver-
suchsraum wie ein Gitter abdecken (Abbildung 2-3 A). Es kann zusatzlich ein Zentralpunkt (No)
zur Beurteilung (nicht aber Berechnung) der Krimmung eingefligt werden. Die Anzahl der Ver-
suche (N) steigt mit der Anzahl der Faktoren (k) exponentiell (Formel 2-1). Da es je zwei Faktor-
stufenkombinationen gibt, die sich in nur einem Faktor unterscheiden, kann man Effekte relativ

gut einem Faktor zuordnen [45].

N=2+Ng Formel 2-1
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2412 Screening Versuchsplane

Wenn noch nicht viel Gber einen Prozess, also Gber den Zusammenhang zwischen Faktoren und
ZielgroBen, bekannt ist, kann man einen Screening-Versuchsplan wahlen. Mit ihm kénnen viele
Faktoren mit minimalen Aufwand untersucht werden [47]. Man erféhrt, welche Faktoren einen
signifikanten Einfluss haben und in welche Richtung der Faktor die ZielgroBe beeinflusst [45]. Da
nie nur ein Faktor gleichzeitig variiert wird, ist das Erkennen von Wechselwirkungen deutlich
schwieriger. Zudem kann es zu Vermengungen von Effekten kommen. Wenn Effekte vermengt
sind, kann man in der Auswertung nicht unterscheiden, ob ein Effekt durch den einen Faktor

entstanden ist oder durch die Wechselwirkung der tbrigen Faktoren [45].

Gut darstellbare Beispiele fur Screening Versuchspldne sind die teilfaktoriellen Versuchsplane (Ab-
bildung 2-3 B). Diese entstehen, indem man bestimmte Punkte aus einem vollfaktoriellen Ver-
suchsplan streicht. Die Anzahl der Versuchspunkte ergeben sich aus Formel 2-2. Da aufgrund der
Symmetrien bei diesen Versuchsplanen Zusammenhange schlechter zugeordnet werden kénnen,
haben Jones und Nachtsheim 2011 das Definitive Screening Design eingefuhrt [48]. Bei dieser
Versuchsplanart hat jeder Versuchspunkt auBer dem Zentralpunkt genau einen Faktor auf mittle-
rer Stufe und alle anderen an den Extremen. Ein groBBer Vorteil dieser Versuchsplane ist, dass die
Haupteffekte nicht durch Effekte zweiter Ordnung, sprich Wechselwirkungen von zwei Faktoren,
verzerrt werden. Zudem kénnen Zwei-Faktor-Interaktionen oder quadratische Effekte geschatzt
werden, wenn die wahren Effekte viel groBer sind als die Fehlerstandardabweichung [49]. Der
Aufwand ist selbst bei vielen Faktoren Uberschaubar, denn es werden nur doppelt so viele Ver-

suchspunkte plus Zentralpunkt benétigt, wie Faktoren untersucht werden (Formel 2-3) [48].

N =2“"+Ng Formel 2-2
N =2k + 1 Formel 2-3

2.4.1.3  Wirkungsflachenversuchspléne

Bei den Wirkungsflachenversuchsplanen wird jeder Faktor auf mehr als zwei Stufen untersucht.
Dadurch kann eine ,mehrdimensionale Karte” (Wirkungsflache) erstellt werden, die die Ergebnisse
miteinander in Beziehung setzt und Wechselwirkungen und Krimmungen berucksichtigt [50]. Da
durch die zusatzlichen Versuchspunkte der Umfang groBer ist als bei den vollfaktoriellen Ver-

suchsplanen, sollte man sich hier auf wenige, gut ausgewahlte Parameter beschranken. Fir den
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untersuchten Versuchsraum kénnen zukinftige Ergebnisse gut vorhergesagt werden [51]. Zudem
kann die optimale Parameterkombination ermittelt werden, bei der das Endprodukt die ge-
winschten Eigenschaften besitzt [52]. Flr einen zentral-zusammengesetzten Versuchsplan wird
ein vollfaktorieller Versuchsplan um Sternpunkte und Wiederholungen des Zentralpunktes er-
ganzt (Abbildung 2-3 (C)). Dadurch wird jeder Faktor auf funf Stufen untersucht [47]. Jeder ein-
zelne Sternpunkte befindet sich fur alle bis auf einen Faktor auf mittlerer Einstellung und fiir einen
Faktor auf einer zusatzlichen Einstellung, mit dem Wert + a'. Alpha”ist also der Abstand zwischen
den Sternpunkten und dem Zentralpunkt. Normalerweise wird a' so gewahlt, dass die Sternpunkte
knapp Uber die Wirfeldimension hinausragen. Wenn dies in der Praxis zu Problemen fihrt, da
zum Beispiel ein Wert zu klein oder gar negativ wird, kann o' auch auf dem oder innerhalb des
Wiirfels platziert werden [47]. Dadurch wird jedoch die Berechnung der Krimmung ungenauer.

Die Anzahl der Versuchsdurchldufe errechnet sich aus Formel 2-4.

N=2+2k+ Ny Formel 2-4
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3 Materialien

3.1 Ovalbumin

Ovalbumin (OVA) ist das im HuhnereiweiB am haufigste vorkommende Protein [53]. Es besteht
aus 385 Aminosauren, die zusammen ein Molekulargewicht von 42,7 kDa besitzen [54]. Eine De-
naturierung des Proteins beginnt ab 67°C [55]. Aufgrund eines Isoelektrischen Punktes von 4,6
liegt OVA bei geringeren pH-Werten positiv geladen und bei hdheren pH-Werten negativ gela-
den vor [56].

In dieser Arbeit wird OVA als Modell-Wirkstoff verwendet, das je nach Herstellungsverfahren
durch Wirkstoffe mit ahnlichen Eigenschaften, sprich therapeutische Proteine, Antigene oder hyd-
rophile niedermolekulare Wirkstoffe, ausgetauscht werden kann. Es hat zudem den Vorteil, dass
es sich durch eine Antigen-spezifische Immunreaktion gut in Mausmodellen einsetzen lasst. Die
dabei entstehenden Anti-OVA Antikorper lassen sich mittels Enzyme-linked Immunosorbent As-

say (ELISA) nachweisen [57].

Das verwendete Albumin aus Hihnereiwei3 stammt von Sigma Aldrich (USA), welches ein lyophi-
lisiertes Pulver mit einer Reinheit von 298 % ist. Die L&slichkeit in Wasser wird mit 40 mg/mL

angegeben.

3.2 Polylactid-co-Glycolid

Polylactid-co-Glycolid (PLGA) ist ein Polyester aus D,L-Milchsaure und Glycolsaure, die je nach Art
des PLGA zu unterschiedlichen Anteilen und in unterschiedlicher Abfolge vorkommen. PLGA ist
biokompatibel, bioabbaubar und in diversen organischen Lésungsmitteln 16slich [58,59]. Zudem
ist es von der FDA und EMA fir die parenterale Verabreichung zugelassen und es gibt bereits

langjahrige klinische Erfahrungen mit PLGA als Hilfsstoff fiir Drug Delivery Systeme [58,59].

Weitere Eigenschaften des PLGA sind mal3geblich von seiner Zusammensetzung, Kettenlange und
endstéandigen Gruppen abhangig [58,60]. Erhdht man den Anteil an Milchsaure, wird das Co-
Polymer hydrophober, der Kristallinitatsgrad steigt sowie die Glastbergangstemperatur [58]. Dies
hat wiederum einen hemmenden Effekt auf den Abbau und die Wirkstofffreisetzung. Besitzt das
Polymer eine endstandige Hydroxylgruppe, ist es hydrophiler als wenn es mit einer Estergruppe
abschlieBt [58]. In vivo wird PLGA durch hydrolytische Spaltung des Esters innerhalb von Tagen

bis Monaten abgebaut [58,61]. Dabei entstehen zuerst Oligomere, die dann wiederum in die
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Monomere Milchsdure und Glycolsaure abgebaut werden [61]. Da es sich bei beiden Monomeren
um korpereigene Stoffe handelt, ist die systemische Toxizitat gering [61]. Hergestellt wird PLGA

mittels Ringoffnungspolymerisation aus D-L-Lactid und Glycolid [62].

In dieser Arbeit wurde das PLGA Resomer® RG 503 H von Evonik (Deutschland) verwendet. Re-
somere sind Hilfsstoffe, die speziell fir die kontrollierte Wirkstofffreigabe entwickelt wurden [63].
Es gibt unterschiedliche Resomere. Der Kennbuchstabe R steht fir ,Racemat” und bedeutet, dass
fur die Herstellung D,L-Laktid verwendet wurde und ,G" steht flr das verwendete Glycolid [64].
Die ersten zwei Ziffern der Kennzahl geben den Anteil von Lactid an. In diesem Fall besteht das
Polymer zur 50 % aus Lactid und zu 50 % aus Glycolid [63,64]. Die letzte Ziffer der Kennzahl ist
das Maf fur die Viskositat [64]. Das hier verwendete Resomer hat eine inharente Viskositat von
0,32 -0,44 dl/g [63]. Der Zusatz ,H" bedeutet, dass die Polymerkette mit einer freien Sauregruppe
endet [63].

O

o H
HO oJf

Abbildung 3-1: Chemische Struktur von PLGA, x = Anzahl Milchséureeinheiten, y = Anzahl Gly-

colsdureeinheiten

3.3 Chitosan

Chitosan ist ein Polymer, das durch Deacetylierung des Chitins gewonnen wird, aber auch in ei-
nigen Pilzen vorkommt [65,66]. Es ist unverzweigt und besteht aus B-1,4-glycosidisch verkntpftem
Glucosamin und N-Acetylglucosamin [66]. Die Eigenschaften und vor allem die Loslichkeit des
Chitosans sind vom Molekulargewicht und vom Deacetylierungsgrad abhangig. Je kirzer das Mo-
lekdl ist und je gréBer der Deacetylierungsgrad, desto besser ist das Polymer in sauren wassrigen
Medien 16slich [66]. Je saurer der pH-Wert ist, desto mehr Aminogruppen werden protoniert.
Chitosan ist mukoadhasiv, entzindungshemmend, biologisch abbaubar und weist eine geringe
Toxizitat auf [65-67]. Aufgrund seiner immunmodulierenden Eigenschaften und der penetrati-

onsférdernden Wirkung hat es eine adjuvante Wirkung bei der Vakzinierung [68,69].
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Fur die ionische Gelierung wurden Chitoscience 90/20 und Chitoscience 90/200 von Heppe Me-
dical (Germany) verwendet, die beide einen Deacetylierungsgrad von 90 % aufweisen. Die Visko-
sitat von 1% Chitoscience 90/20 in 1%-igen Essigsaure wird laut Spezifikation mit 16 mPas bis
30 mPas bei 20 °C angegeben, wahrend Chitoscience 90/200 eine Viskositat von 151 mPas bis 350
mPas hat. Fur die Sprihtrocknung wurde Chitoscience 90/10 verwendet, flr das eine Viskositat
von 8 mPas bis 15 mPas spezifiziert ist. Die Viskositat ist ein Mal3 fur die Kettenlange der Chito-
sane. Dementsprechend wurden ein Chitosan mit geringer Kettenldnge (Chitoscience 90/20) und

eins mit hoher Kettenlange (Chitoscience 90/200) verwendet.

OH

x__o O HO ~
HO 0 g
NH,

OH n

Abbildung 3-2: Chemische Struktur von Chitosan (vollstandig deacetyliert)

3.4 Carboxymethylcurdlan

Carboxymethylcurdlan (CM-Curdlan) ist ein Derivat des Curdlans, das an einigen der Hydroxid-
gruppe carboxymethyliert ist. Curdlan ist ein Polysaccharid, dessen Glucose-Einheiten B-1,3-gly-
kosidisch verknilpft sind. Das Polymer weist eine lineare Struktur ohne Seitenketten und ohne
Substituenten auf, was ihm seine besondere Eigenschaften verleiht [70,71]. Curdlan ist in Wasser,
Alkoholen und den meisten organischen Lsungsmitteln unldslich, 16st sich aber in verdinnten
Basen [70-72]. Curdlan ist ein naturlich vorkommendes Polymer, das in Zellwanden einiger gram-
negativer Bakterien vorkommt, unter anderem in der Gattung Alcaligenes faecalis [73]. Curdlan
werden eine Vielzahl von positiven Effekten auf das menschliche Immunsystem zugeschrieben. Es
ist unter anderem immunstimulierend, antiinfektios, entzindungshemmend und wundheilend
[70,71,73]. Curdlan kann dendritische Zellen Gber den Dectin-1-Rezeptor und Uber den Toll-like-
Rezeptor 4 aktivieren [73]. Durch die Carboxymethylgruppen wird CM-Curdlan wasserldslich, be-
halt aber viele der positiven Eigenschaften des Curdlans. Die Carboxylgruppe des CM-Curdlans
ist je nach pH-Wert unterschiedlich stark negativ geladen. Das fir diese Arbeit verwendete CM-

Curdlan stammt von Megazyme (USA), das ein Molekulargewicht von 1650 kDa aufweist.
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3.5 Carboxymethylcellulose Natrium

Carboxymethylcellulose-Natrium (Na-CMC) ist ein halbsynthetisches Polymer, das aus Cellulose
hergestellt wird. Die Cellulose ist partiell O-carboxymethyliert. Einige der Alkoholgruppen wurden
durch Substitutionsreaktion verethert und tragen einen Carboxymethyl-Rest, der als Natriumsalz
vorliegt [74]. Je nach pH-Wert des Loésungsmittels tragt die CMC unterschiedlich viele negative
Ladungen. Je héher die Kettenlange des Na-CMC ist, desto viskoser wird die daraus hergestellte
Losung. Die hier verwendete Na-CMC mit niedriger Viskositat stammt von der Firma Sigma Ald-
rich (USA). Es hat einen Substitutionsgrad von 0,65 bis 0,90 und ein Molekulargewicht von ca. 90
kDa [75].

3.6 Beta-Glucane

Als Beta-Glucane werden Polysaccharide bezeichnet, die aus Glucosemolekilen bestehen, die
beta-D-glycosidisch miteinander verbunden sind. Je nach Kettenlange und Verzweigung weisen
sie unterschiedliche Losungseigenschafen auf. Da Beta-Glucane unter anderem in Pilzen und Bak-
terien jedoch nicht im menschlichen Kérper vorkommen, kénnen einige von ihnen Mustererken-
nungsrezeptoren wie dem Dectin-1-Rezeptor und den Toll-like-Rezeptoren-2 und -4, aktivieren
und eine Immunreaktion auslésen oder verstarken [76]. Dadurch stimulieren oder hemmen sie
die Freisetzung von Zytokinen durch Makrophagen oder beeinflussen die Phagozytose von Mak-
rophagen [77]. Zudem werden Beta-Glucanen positive Eigenschaften in Bezug auf das menschli-
che Herz-Kreislauf-System zugeschrieben, da sie den Cholesterinspiegel senken und die Gluko-

severwertung durch die Korperzellen verbessern [77].

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Beta-Glucan handelt es sich um das |6sliches Beta-Glucan
M-Gard® aus Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe) der Firma Biotec (Norwegen). Die aus Ba-
ckerhefe gewonnenen Beta-Glucane weisen ein beta-1-3-d-glucosidisches Grundgerist auf mit

in O6-Position gebundenen Seitenketten.

3.7 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) ist ein wasserldsliches Polymer, das durch die Polymerisation von Vi-
nylacetat mit anschlieBender Hydrolyse entsteht [74]. Charakterisiert wird PVA Uber das Moleku-
largewicht und die Esterzahl, sowie die Viskositat einer 4 %-igen wassrigen Losung [65]. Das hier

verwendete PVA ist das Mowiol 4-88 von Sigma-Aldrich (USA). Es hat ein Molekulargewicht von
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~31.000 g/mol, einen Hydrolysegrad von 88 % und eine Viskositat von 4 mPas. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde PVA als Stabilisator eingesetzt, der die Tropfchen der Emulsion vor Koaleszenz

schtzen soll. Zudem stabilisiert es die fertige Nanopartikelsuspension.

3.8 Mannitol

D-Mannitol ist ein nicht-reduzierender Zuckeralkohol, der in Wasser leicht |6slich ist [74,78]. Ein-
gesetzt wird er unter anderem als Hilfsstoff fur gefriergetrocknete Injektionszubereitungen, da er
nicht hygroskopisch ist und bereits wahrend des Gefriertrocknungsprozesses kristallisiert, was sich
positiv auf die physikalische Stabilitat des Endproduktes auswirkt [65,79]. Des weiteren kann Man-
nitol auch als Hilfsstoff beim Spruhtrocknen eingesetzt werden oder in hohen Konzentrationen
als Diuretikum [79]. In dieser Arbeit wurde Mannitol als Matrixbildner beim Gefriertrocknen ein-
gesetzt, um die Nanopartikel fir einen langeren Zeitraum haltbar zu machen. Fur diese Arbeit

wurde Pearlitol 160 C von Roquette (Frankreich) verwendet.

3.9 Ethylacetat

Ethylacetat, auch Essigsaureethylester genannt, wurde in dieser Arbeit als organisches Losungs-
mittel verwendet. Es handelt sich dabei um eine klare, farblose, flichtige Flissigkeit, die nicht mit
Wasser mischbar ist [74]. Bezogen wurde dieses von Carl Roth (Deutschland) in der Qualitat

"HPLC-grade”.

3.10 Wasser
Bei dem in dieser Arbeit verwendete Wasser, handelt es sich um Reinstwasser, welches mittels
des Direct-Q®-Wasseraufbereitungssystem von Merck (Deutschland) frisch hergestellt wurde. Das

System halt > 99 % der partikularen Verunreinigungen zurlck und reduziert Mikroorganismen

auf 0,1 KBE/ml [80].

3.11 Phosphatpuffer

Zur Herstellung und fur die Freisetzungsversuche der PLGA-Nanopartikel wurde natriumchlorid-
haltiger Phosphatpuffer pH 7,4 verwendet, der nach Europédischem Arzneibuch 10.0/4.1.3 herge-
stellt wurde [74].
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4 Methoden

4.1 Praparative Methoden

411 Doppelemulsion-Lésungsmittelevaporationsmethode

Bei der Doppelemulsion-Ldsungsmittelevaporationsmethode handelt es sich um ein zweischritti-
ges Bottom Up Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln. Im ersten Schritt wird eine Dop-
pelemulsion aus einer wassrigen wirkstoffhaltigen Phase, der organischen Polymerphase und ei-
ner wassrigen Phase, die einen oder mehrere Stabilisatoren enthalt, hergestellt. Im nachsten
Schritt wird das organische Losungsmittel der Polymerphase evaporiert, wodurch das Polymer

ausfallt und die Hulle der festen Nanopartikel bildet.

Die hier verwendete Methode wurde von Janke adaptiert [81]. In Abbildung 4-1 ist der Herstel-
lungsprozess mit Zusammensetzung der Phasen und der einzelnen Herstellungsschritten sche-
matisch dargestellt. Als Modellwirkstoff diente Ovalbumin, das in einem Puffer gel6st wurde (W1).
Die organische Phase enthielt PLGA als partikelbildendes Polymer, das in Ethylacetat geldst wurde
(O). Die auBere wassrige Phase enthielt PVA als Stabilisator (W2). Um das Volumen fiir den Eva-
porationsschritt zu vergréBern, wurde die Doppelemulsion in eine 1 %-ige PVA-Stabilisatorldsung
(S) gegeben. Da verschiedene Konzentrationen und Volumina verwendet wurden, werden diese

in Kapitel 5 angegeben.

PLGA in ! S 1 i
Ethyl- Homogeni- + &uBere Homogeni- @
acetat sation wassrige sation | @
Phase ..
OVA in Stabilisato .
Puffer . .
in Wasser Evaporation des Ethylacetats

>5h

Abbildung 4-1: Herstellung von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Doppelemulsion-
Ldsungsmittelevaporationsverfahren, Abbildung adaptiert von Struzek et al. [82], Abbildung er-
stellt mit BioRender.com
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Zur Herstellung der Emulsionen wurde ein Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra-Turrax®T25 von
IKA Labortechnik, Deutschland) oder ein Ultraschallhomogenisator (Sonoplus HD 4100 mit TS 103

von Bandelin, Deutschland) verwendet.

Das zylinderférmige Dispergierwerkzeug des Ultra Turraxes® besteht aus einem inneren rotie-
renden Bauteil (Rotor) mit Schlitzen und einem &duBeren statischen Bauteil (Stator), das ebenfalls
mit Schlitzen versehen ist. Dazwischen befindet sich ein enger Spalt. Durch die hohe Geschwin-
digkeit des Rotors entsteht eine starke Zentrifugalwirkung, die das Medium in das Werkzeug ein-
saugt und beschleunigt. Das Medium wird dann durch die Schlitze des Stators gedrickt. Dadurch
werden hoher Scherkréfte und Turbulenzen erzeugt, die zum Aufbrechen der Trépfchen fuhren

[83].

Ein Ultraschallhomogenisator besteht aus einem Generator, einem Wandler und einer Sonotrode.
Der Generator erzeugt hochfrequente elektrische Schwingungen, die vom Wandler in mechani-
sche Ultraschallschwingungen umgewandelt werden. Diese Schwingungen werden Uber die So-
notrode in das flissige Medium Ubertragen. Durch die Ultraschallschwingungen entstehen im
Medium schnell wechselnde Druckphasen. Sinkt der lokale Druck unterhalb des Dampfdruckes
des Mediums bzw. unterhalb des systemabhdngigen Kohasionsdruckes, entstehen Gasblasen in-
nerhalb der Flussigkeit, die sogenannten Kavitationsblasen. Wenn diese kollabieren, entstehen
StoB- und Scherkréfte, sowie Mikrostrémungen, die zu Verformung und Zerkleinerung der Tropf-

chen fUhren [84].

Mittels Homogenisierung wurde aus W1 und O die innere Emulsion (W/O) hergestellt. Nach Zu-
gabe von W2 und weiterer Homogenisierung entstand eine Doppelemulsion (W/O/W). Nach Zu-
gabe von S wird durch Rihren mittels Magnetrihrer (IKA® Ro 15 von IKA Labortechnik, Deutsch-
land) das Ethylacetat Uber Nacht oder mindestens funf Stunden evaporiert. Die entstandene Na-

nopartikelsuspension wurde analysiert und weiterverarbeitet.

4.1.2 lonische Gelierung

Die ionische Gelierung wurde genutzt, um Chitosan-Nanopartikel herzustellen. Bei saurem pH
sind die primaren Amine des Chitosans positiv geladen, wodurch es gut geeignet fiir diese Art
der Nanopartikelherstellung ist. Als Gegenion wurde Carboxymethylcellulose bzw. Carboxyme-

thylcurdlan verwendet. Beides sind Polymere, deren Carboxylgruppen je nach pH-Wert negativ
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geladen sind. Durch elektrostatische Wechselwirkungen der Polymerstrange des Chitosans und
des Gegenions entstehen bei den richtigen Bedingungen Partikel, die im Herstellungsmedium

unloslich sind und ausfallen.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode wurde von Heidland adaptiert [85]. Das jeweilige Chi-
tosan (Chitoscience 90/20 bzw. Chitoscience 90/200) wurde in 2 %-iger Essigsaure geldst und mit
1-molarer Natriumhydroxid-Lésung auf den gewlnschten pH-Wert eingestellt. Eine zweite L6-
sung aus Na-CMC bzw. CM-Curdlan wurde in partikelfreiem Wasser hergestellt. Diese L6sung
wurde mittels Magnetrihrer gerdhrt, wahrend die Chitosan-Losung langsam hinzugegeben

wurde, wodurch gelartige Polymerpartikel ausgefallen sind.

41.3  Aufreinigung

Nach der Herstellung wurden die wirkstoffhaltigen Nanopartikel aufgereinigt. Um unverkapselten
Wirkstoff und Uberschissigen Stabilisator zu entfernen, wurden die PLGA und Chitosan-CMC Na-
nopartikel durch fraktionierte Zentrifugation (siehe Tabelle 4-1) vom Suspensionsmedium ge-

trennt, in insgesamt 50 ml partikelfreiem Wasser redispergiert und die Fraktionen vereinigt. Dies
wurde einmal wiederholt, um alle Wirkstoffreste zu entfernen. Es wurde die Centrifuge 5430 R mit

dem Rotor F-35-6-30 (Eppendorf AG, Deutschland) verwendet.

Tabelle 4-1: Zentrifugationsschritte fiir PLGA-NP und Chitosan-CMC-NP.

PLGA-NP Chitosan-CMC-NP
Fraktion 1 10 min, 1438 rcf, 4 °C 15 min, 1438 rcf, 4 °C
Fraktion 2 10 min, 3551 rcf, 4 °C 15 min, 3551 rcf, 4 °C
Fraktion 3 30 min, 7197 rcf, 4 °C 30 min 7197 rcf, 4 °C

414  Gefriertrocknung

Um die hergestellten PLGA-Nanopartikel fir eine eventuelle spatere Weiterverarbeitung oder
Analytik haltbar zu machen, wurden sie in einer 1 %-igen Mannitoll6sung gefriergetrocknet. Durch
Trocknung wird die chemische, physikalische und mikrobiologische Stabilitat erhdht [86]. Es
wurde der Gefriertrockner Alpha 1-4 von Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
(Deutschland) verwendet. Die Proben wurden fir mindestens zwei Stunden bei -20 °C eingefro-
ren. Als die Proben vollstandig gefroren waren, wurde die Temperatur auf -10 °C geandert und

der Luftdruck fur den ersten Trocknungsschritt auf 2,56 mbar reduziert . Nach zwei Tagen wurde
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die Temperatur auf 10 °C erhdht und der Luftdruck auf 0,0001 mbar fir die Sekundartrocknung

eingestellt, die einen Tag dauerte.

41.5 Sprahtrocknung

Beim Spruhtrocknen werden aus einer Polymerldsung feste Partikel hergestellt. Dabei wird die
Losung in einem geeigneten erwarmten Gas zerstdubt, wodurch feinste Tropfchen der Polymer-
|6sung entstehen. Im Anschluss wird das Losungsmittel in einem Trocknungszylinder evaporiert
und die Tropfchen zu festen Partikeln eingetrocknet. Zuletzt werden die Partikel vom Trocknungs-

gas getrennt und das fertige Produkt aufgefangen.

Fur die Herstellung von Chitosan-Partikeln mittels Sprihtrocknung wurden der Nano Spruhtrock-
ner B-90 HP und der Mini Sprihtrockner B-290 der Firma Bichi Labortechnik AG (Flawil, Schweiz)
verwendet, die in Abbildung 4-2 schematisch dargestellt sind. Fur die Herstellung der Beta-Glucan
Partikel wurde der Mini Sprihtrockner B-290 eingesetzt. Der Mini Sprihtrockner wurde mit einer
Zweistoffdiise mit einem Durchmesser von 1,4 mm und dem Hochleistungszyklon verwendet, der
laut Hersteller eine hohe Abscheideratefir kleine Partikel hat [87]. Mittels Durchflussmesser wurde
ein Sprihdruck von 60 mm eingestellt, was einem Durchsatz von ca. 742 I/h entspricht. Fur eine
zuverlassige Trocknung wurde der Aspirator auf 100 % eingestellt, entsprechend 35 m?/h Trock-
nungsgas [88]. Variiert wurden je nach Herstellungsmethode die Einlasstemperatur, die Auslass-
temperatur, die Uber die Geschwindigkeit der Schlauchpumpe eingestellt wurde, sowie die Fest-

stoffkonzentration der Ausgangslésung.

Beim Nano Sprihtrockner erfolgt die Zerstaubung tber einen Membranvernebler, bei dem eine
Edelstahimembran mit mikrometergro3en Bohrléchern durch Ultraschallfrequenzen von 80 kHz
bis 140 kHz zum Schwingen gebracht wird [89]. Nach dem Trocknen werden die Partikel Gber
einen elektrostatischen Partikelsammler abgetrennt [90]. Die positiv geladene Sammelelektrode
ist ein Zylinder, der den Trocknungszylinder nach untenhin dicht abschlieft. In der Mitte der Sam-
melelektrode befindet sich eine geerdete Elektrode. Durch eine Spannung von 17.000 V bis
20.000 V entsteht zwischen den zwei Elektroden ein starkes elektrisches Feld, wodurch die Partikel

aufgeladen und an der Sammelelektrode abgeschieden werden.
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Abbildung 4-2: Mini Sprihtrockner B-290 (links) und Nano Spriihtrockner B-90 HP (rechts) der
Firma Blichi (Schweiz)
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4.2  Analytische Methoden

421 Bestimmung der PartikelgréBe und PartikelgréBenverteilung mittels dynamischer
Lichtstreuung

Mittels Photonen-Korrelations-Spektroskopie bzw. dynamischer Lichtstreuung (DLS) kann der

hydrodynamische Durchmesser von Partikeln bestimmt werden, deren GréBe im Submikrometer-

Bereich liegt [91]. Der hydrodynamische Durchmesser wird durch die Diffusionseigenschaften ei-

nes Partikels definiert und schlieBt nicht nur das Volumen des Partikels ein, sondern auch die

Teilchen des umgebenden Mediums, die durch Wechselwirkungen an dem Partikel gebunden

sind und daher die Diffusionseigenschaften des Partikels beeinflussen.

Durch DLS wird die brown’schen Molekularbewegung von Teilchen gemessen, die als feste Par-
tikel oder Tropfchen in einer duBeren flissigen Phase dispergiert sind [91]. Die brown’sche Mole-
kularbewegung ist die zuféllige Bewegung kleiner Teilchen, die durch Kollision mit Molekilen des
umgebenden Mediums ausgeldst wird. Dies fihrt dazu, dass sich kleine Partikel schneller bewe-

gen und groBe Partikel langsamer.

Durch die brown’sche Molekularbewegung fluktuiert das Streulicht, das durch die Bestrahlung
der Probe mit monochromatischem Licht entsteht [91]. Das zurlickgestreute Licht wird in einem
bestimmten Winkel fir einen kurzen Zeitabschnitt gemessen und in einem Intensitats-Zeit-Dia-
gramm aufgetragen (Abbildung 4-3). Uber Autokorrelation kann die Geschwindigkeit der Partikel
bzw. der translatorische Diffusionskoeffizient bestimmt werden (Abbildung 4-4). Wird eine Dis-
persion kleiner Partikel vermessen, féllt die Korrelationskurve friher ab, als wenn gréBere Partikel

vermessen werden und je steiler die Kurve ist, desto monodisperser ist die Probe [92,93].

s A

ﬂm\/ MM LA vl o T

Intensitat
Intensitat

Zeit Zeit

Abbildung 4-3. Intensitats-Zeit-Diagramm grolSer Partikel (links) mit langsamerer Fluktuation und

kleiner Partikel (rechts) mit schnellerer Fluktuation, adaptiert von Malvern Instruments [92].
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Abbildung 4-4: Korrelogramm des Intensitéts-Zeit-Diagramms kleiner Partikel (hellgrau) und
groBer Partikel (dunkelgrau) adaptiert von Malvern Instruments [92]

Um den hydrodynamischen Durchmesser (on) zu berechnen, muss ein mathematischer Zusam-
menhang zwischen diesem und der brown’schen Molekularbewegung, ausgedriickt durch den
translatorischen Diffusionskoeffizienten (D), hergestellt werden. Dieser Zusammenhang wird
durch die Stokes-Einstein-Gleichung (Formel 4-1) beschrieben [92,94]. Die Geschwindigkeit der
Teilchen hangt nicht nur von ihrer GréRe ab, sondern auch von der Viskositat des umgebenden
Mediums und der Temperatur, die fir die korrekte Berechnung des hydrodynamischen Durch-
messers mitbestimmt bzw. eingestellt werden mussen.

kB'T

B Formel 4-1
3D orme

dy

dy = hydrodynamischer Durchmesser

ks = Boltzmann Konstante

T = absolute Temperatur

D = translatorischer Diffusionskoeffizient
n = Viskositat

Als Mal3 fur die PartikelgroBenverteilung dient bei der DLS der Polydispersitatsindex (PDI), der
Werte zwischen Null und Eins annehmen kann. Je gréBer der PDI ist, desto polydisperser ist die
Probe und desto groBer ist die PartikelgroBenverteilung [95]. Ab wann eine PartikelgroBenvertei-

lung eng oder weit ist, wird in der Literatur sehr unterschiedlich definiert. Ab einem PDI von Uber
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0,4 bis 0,7 wird von einer weiten Verteilung gesprochen und bei einem PDI von unter 0,05 bis 0,1
von einer Monodispersen Probe [95-98]. Proben mit einem PDI unter 0,3 werden in der Literatur

oftmals als homogen bezeichnet [99].

Der mittlere hydrodynamische Durchmesser und der Polydispersitatsindex wurden im Rahmen
dieser Arbeit mit dem Zetasizer ZS Nano von Malvern Instruments (UK) gemessen. Daflr wurden
die unverdinnten Proben bei 25 °C fur 120 Sekunden equilibriert. Der Messwinkel betrug 173°. Es
wurden je drei Messreihen hintereinander durchgefihrt und der Mittelwert berichtet. Um eine
zuverlassige mittlere PartikelgroBe zu erhalten, wurde die Viskositat jeder Probe mit dem SV-10

Vibro-Viskosimeter von Malvern (UK) bestimmt.

4.2.2 Bestimmung der PartikelgroBe mittels Laserlichtbeugung

Die mittlere PartikelgroBe und PartikelgréBenverteilung der sprihgetrockneten Partikel wurden
mittels Laserlichtbeugung (auch Laserdiffraktometrie genannt) bestimmt. Dazu wurden die Pro-
ben zuerst mit dem RODOS® -Modul (Sympatec GmbH, Deutschland) mit Luftdruck dispergiert.
Fur die Beta-Glucanpartikel wurde ein Dispergierdruck von 3 bar angelegt und fur die sprihge-
trockneten Chitosanpartikel ein Dispergierdruck von 6 bar. Die dispergierten Partikel wurden dann
im Laserbeugungssensor HELOS® von Sympatec GmbH (Deutschland) unter Verwendung der
R1-Linse (0,1 bis 35 uym) vermessen. Bei der Laserlichtbeugung entsteht ein charakteristisches Beu-
gungsmuster, wenn ein monochromatischer Laserlichtstrahl auf die zu untersuchenden Partikel
fallt. Dieses Beugungsmuster wird dann Uber mehrere Detektorringe gemessen. Die Intensitats-
verteilung wird dann Uber einen Computer in die PartikelgroBenverteilung mittels Fraunhofer-
Theorie umgerechnet. Die Fraunhofer-Theorie beschreibt die Lichtablenkung allein durch Beu-
gung und vernachlassigt dabei die Auswirkung von Lichtbrechung, Reflexion und Absorption. Sie
kommt ohne die Kenntnis optischer Konstanten aus und ausstellt eine gute Naherung dar, wenn
die zu vermessene Partikel nicht transparent sind und im Vergleich zur Wellenlange relativ grof3.
Die ermittelte PartikelgréBe entspricht dabei dem Aquivalentdurchmesser der beugungsgleichen
Kugel. Die PartikelgroBenverteilung wurde als Verteilungsdichte und Verteilungssumme darge-

stellt. Zusatzlich wurden der x10, x50 und x90 angegeben und der Span (Formel 4-5) berechnet.

X10 — X90
Span = ——— Formel 4-2
X50
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4.2.3 Bestimmung des Zeta-Potentials

Ist ein geladenes Partikel in einer FlUssigkeit dispergiert, bildet dieses ein elektrisches Feld aus,
das Einfluss auf umgebende Ladungen hat. Diese Kraft fihrt dazu, dass sich geladene Teilchen
des umgebenden Mediums in zwei Schichten an das Partikel anlagern, die elektrische Doppel-
schicht genannt wird [100]. Die Sternschicht besteht aus entgegengesetzt geladenen Teilchen, die
direkt an das Partikel angrenzen [100,101]. Innerhalb der Abscherebene sind Teilchen beider La-
dungsarten mit der inneren Schicht assoziiert. Das elektrokinetisches Potential des Partikels samt
elektrischer Doppelschicht wird Zeta-Potential (ZP) genannt [101]. Werden die Partikel samt
elektrischer Doppelschicht durch Elektrophorese bewegt, spiegelt das ZP die Potentialdifferenz
zwischen der Doppelschicht und dem umgebenden stehenden flissigen Medium wider [101,102].
Das Zeta-Potential ist dementsprechend nicht nur vom Partikel selber, sondern auch von den
Eigenschaften des umgebenden Mediums abhéngig. NP mit einem ZP zwischen -10 and +10 mV
gelten als annahernd neutral, wahrend NP mit einem ZP tber +30 mV als stark kationisch und
mit einem ZP unter -30 mV als stark anionisch gelten [100]. Das ZP kann Hinweise auf die Stabilitat
eines solchen Kolloides geben, da die Kolloidstabilitdt von der Summe der Van-der-Waals-Anzie-
hungskraften und der elektrostatischen AbstoBungskrafte abhangt [102]. Bei einem ZP von mehr
als £30 mV wird ein Kolloid als sehr stabil eingestuft, jedoch hangt die Kolloidstabilitat auch von

weiteren Faktoren, wie z.B. sterischen Wechselwirkungen, ab [102].

Bestimmt wurde das Zeta-Potential mit einer gefalteten Einwegkapillarzelle und dem Zetasizer ZS
Nano von Malvern Instruments (UK), der die Laser-Doppler-Elektrophorese nutzt [103]. Bei dieser
Messung befindet sich die Probe in einer gefalteten Einwegkapillarzelle, an die ein elektrisches
Feld angelegt wird. Aufgrund des elektrischen Feldes bewegen sich geladene Teilchen, die in einer
Flissigkeit dispergiert sind, in Richtung der entgegengesetzt geladener Elektrode. Die Geschwin-
digkeit, mit der sich die Teilchen bewegen, wird als elektrophoretische Mobilitat bezeichnet [100].
Die Geschwindigkeit hangt neben dem Zeta-Potential von der Stérke des elektrischen Feldes und
der Dielektrizitdtskonstante und der Viskositat des Mediums ab. Dieser Zusammenhang wird von

der Henry-Gleichung beschrieben (Formel 4-3) [100,103].

Um die Geschwindigkeit der Partikel zu bestimmen, wird das durch die Probe gestreute Licht und

ein Referenzlichtstrahl in einem Winkel von 17° gemessen [103]. Die beiden Lichtstrahlen fuhren
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zu einem fluktuierenden Intensitatssignal, dessen Fluktuation proportional zur Geschwindigkeit

der Teilchen ist.

2¢ -z - f(Ka)
U,=——— Formel 4-3

Ue = elektrophoretische Mobilitat
e = Dielektrizitatskonstante

z = Zeta-Potential

f(Ka) = Henrys Funktion

n = Viskositat

4.2.4 Bestimmung des isoelektrischen Punkts mittels Zeta-Potentialmessung

Weist ein kolloidal geldstes Polymere eine Oberflachenladung auf, die vom pH-Wert abhangig
ist, kann mittels Zeta-Potentialmessung der isoelektrische Punkt bestimmt werden. Wird der L6-
sung Saure zugegeben, fuhrt dies zu einer Zunahme von positiven Ladungen bzw. zu einer Ab-
nahme der negativen Ladungen, fiigt man eine Base hinzu, fihrt dies zu einer Abnahme der
positiven Ladungen bzw. zu einer Zunahme der negativen Ladungen. Aufgrund dessen, wird eine
Zetapotenzial-zu-pH-Kurve bei niedrigem pH-Wert positiv und bei hohem pH-Wert niedriger
oder negativ sein, wie in Abbildung 4-5 dargestellt [103]. Der Punkt, an dem die Zeta-Potential-

zu-pH-Kurve den Nullpunkt schneidet wird als isoelektrischer Punkt bezeichnet.
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Abbildung 4-5: Zeta-Potenzial gegen pH-Wert mit isoelektrischen Punkt bei neutralem Zeta-Po-

tential, adaptiert von Malvern Instruments [103]
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4.2.5 Bestimmung des Proteingehaltes und der Beladungseffizienz

Einige Nanopartikel wurden mit Ovalbumin als Modellwirkstoff beladen. Der Proteingehalt in den
Partikeln bzw. im Uberstand wurde mittels Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) bestimmt. Dieser
Assay basiert auf der Reaktion von Bicinchoninsaure mit Kupferionen in Gegenwart von Proteinen.
Unter alkalischen Bedingungen werden an den Peptidbindungen des Proteins Cu®*-lonen zu Cu*-
lonen reduziert. Die Cu*-lonen bilden mit Bicinchoninsédure einen violetten Farbkomplex, der bei
562 nm sein Absorptionsmaximum hat [104]. Zur Durchfihrung des Assays wurde das Micro BCA-
Assay Kit und das BCA Protein Assay Kit (beide von Thermo Fisher Scientific, USA) genutzt.

Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurde die gleiche Charge Ovalbumin genutzt wie bei Herstel-
lung der Partikel. Zur Berechnung des Proteingehalts und der Beladungseffizienz wurde fir die
PLGA-Partikel eine direkte und fir die Chitosan-Partikel eine indirekte Bestimmung der Protein-
menge gewahlt. Die PLGA-Partikel wurden durch Zentrifugation vom Dispersionsmedium ge-
trennt und anschlieBend in 0,2 M Natriumhydroxidlésung bei 37 °C fur zwei Stunden aufgelst.
Durch basische Hydrolyse werden die Esterbindungen des PLGA gespalten, wodurch die |&slichen
Monomere Glycolsdure und Milchsdure entstehen und das Ovalbumin freigesetzt wird. Im An-
schluss wurde die Lésung mit gleicher Menge 0,2 M Salzsdure neutralisiert. Die Chitosan-Partikel
wurden ebenfalls durch Zentrifugation vom Dispersionsmedium getrennt. Dann wurde der Pro-

teingehalt im Uberstand bestimmt.

Je nach erwarteter Konzentration wurde die Proteinkonzentration der Losung mittels BCA-Assay
(20-2000 pg/ml) oder Micro BCA-Assay (0,5-20 pug/ml) analysiert. In die Kavitaten einer 96-Well-
Mikrotiterplatte wurden je 25 pl Standard oder Probe pipettiert und mit jeweils 200 pl Arbeitsre-
agenz versetzt (Reagenz A:Reagenz B (50:1)). Die Mikrotiterplatte wurde vorsichtig geschuttelt,
abgedeckt und bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Beim Micro BCA-Assay wurden je 150 pl Stan-
dard oder Probe auf die Mikrotiterplatte pipettiert und mit 150 pl Arbeitsreagenz versehen (Rea-
genz A:Reagenz B:Reagenz C (25:24:1)), gemischt und bei 37 °C fir zwei Stunden inkubiert. Im
Anschluss wurde die Absorption bei 562 nm gemessen. Uber die Kalibriergerade wurde die Pro-
teinkonzentration der Losung bestimmt und die Masse des Proteins berechnet, die sich in den
Partikeln befindet. Daraus wurden der Proteingehalt der Partikel (PG) berechnet (Formel 4-4) und
die Beladungseffizienz (BE, Formel 4-5) sowie der Anteil des eingesetzten Proteins, der sich nach

der Herstellung im Partikel befindet.
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m (verkapseltes OVA)

PG [%] = m (verkapseltes OVA)+m(PLGA) -100 Formel 4-4

m (verkapseltes OVA)
m (eingesetztes OVA)

LE [%] =

-100 Formel 4-5

4.2.6 Visualisierung der Partikel mittels Rasterelektronenmikroskop

Um die hergestellten Partikel optisch darzustellen, wurden Aufnahmen mit dem Rasterelektro-
nenmikroskop (REM) Phenom World XL von Thermo Fisher Scientific Inc. (USA) gemacht. Dafur
wurden die Proben als trockenes Pulver oder Suspension auf einen Trager aufgetragen. Feuchte
Proben wurden im Anschluss luft- oder gefriergetrocknet. Um eine bessere Auflésung zu erhalten,
wurden die Proben im Bal-Tech SCP 050 Sputter Coater von Bal-Tec (Lichtenstein) fir 40 Sekun-
den behandelt und so mit einer dinnen Goldschicht versehen. Mit einer Arbeitsspannung von
10 kV wurden Aufnahmen der Partikel gemacht. Bei einigen Partikeln wurde die PartikelgréBBe

mittels des Programms Phenom ProSuite gemessen.

4.2.7 Wirkstofffreisetzung

Die fertige Formulierung der in Matrix gefriergetrockneten ovalbuminhaltigen PLGA-Nanopartikel
wurde auf Wirkstofffreisetzung untersucht. Das Lyophilisat mit einem theoretischen Ovalbumin-
gehalt von 15 mg wurde in 150 ml Phosphatpuffer, pH 7,4 resuspendiert. Da Ovalbumin sehr gut
in Phosphatpuffer 16slich ist, wurden fur den ganzen Versuch Sinkbedingungen mit weniger als
10 % der Sattigungskonzentration eingehalten. Die Probe wurde Uber einen Zeitraum von 49 Ta-
gen bei 37°C geschuttelt und die Wirkstofffreisetzung in regelméaBigen Abstanden bestimmt.
Dazu wurden 500 pl aus der homogenen Probe entnommen. Da bei diesem Vorgehen sowohl
Medium als auch Nanopartikel entnommen werden, wurde kein Freisetzungsmedium erganzt und
so das Verhaltnis zwischen Arzneiform und Freisetzungsmedium konstant gehalten. Die Probe
wurde bei 13000 U/min und 15°C zentrifugiert, bis der Uberstand klar war. Die Ovalbuminkon-
zentration im Uberstand wurde mittels BCA-Assay analysiert. Um verschiedene Proben miteinan-

der vergleichen zu kénnen, wurde der Ahnlichkeitsfaktor (f2, Formel 4-6) berechnet [105].

1 -0.5
f, =50- log{[l + HZt=1n(Rt - Tt)z] . 100} Formel 4-6

n = Anzahl der Probenahmezeitpunkte
t = Zeit
R: = Freisetzungswert der Referenzprobe

35



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fir
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

Tt = Freisetzungswert der Probe
4.3 Mathematische und statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mit Minitab® Version 18 (Minitab Inc., USA) und Excel 2016

(Microsoft Corporation, Redmond WA, USA) durchgefiihrt.

4.3.1 Deskriptive Statistik
Um Ergebnisse einer Mehrfachbestimmung darzustellen, wurden der Mittelwert (x) durch Formel

4-7 und die Standardabweichung (SD) der Stichprobe durch Formel 4-8 berechnet.

n
1
X =- Z X; Formel 4-7
n .
=1
1 n
D= |— 1Z(xi —%)? Formel 4-8
=

Um festzustellen, ob sich zwei unabhédngige Gruppen voneinander unterscheiden, wurde ein Hy-
pothesentest durchgefiihrt. Dafir wurde ein zweiseitiger t-Test mit der Statistiksoftware Minitab®
Version 18 (Minitab Inc., USA) durchgefihrt. Dabei besagt die Nullhypothese, dass die zwei Mit-
telwerte gleich sind. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 5 % festgelegt. Bei einem p-Wert kleiner
0,05 wurde die Nullhypothese verworfen. Es wird also angenommen, dass die Grundgesamtheiten

unterschiedlich sind.

4.3.2 Statistische Versuchsplanung

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchspldne wurden mit der Statistiksoftware Mi-
nitab® Version 18 (Minitab Inc., USA) erstellt und ausgewertet. Bei der Erstellung der Pldne wurde
eine randomisierte Reihenfolge gewahlt und die Versuchspunkte in dieser Reihenfolge abgear-
beitet. Bei der Ausfiihrung der Versuchsplane wurde darauf geachtet, dass die Parameter prazise

eingestellt wurden und alle Ubrigen Variablen so konstant wie moglich gehalten wurden.

Nach Durchfiihren der praktischen Versuche und Ubertragung der Ergebnisse kann der Versuchs-
plan ausgewertet, interpretiert und evtl. angepasst werden. Fir alle Auswertungen wurde ein
95 %-iges beidseitiges Konfidenzniveau gewahlt. Daraus ergibt sich ein Signifikanzniveau (o) von
0,05. Unter der Minitab Funktion ,Terme” kann angegeben werden, ob nur lineare Terme oder

zusatzlich auch quadratische Terme und/oder Wechselwirkungen mit eingebunden werden
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sollen. Fir Screening Designs wurden nur lineare Terme untersucht, wahrend bei Wirkungsfla-
chenversuchsplanen alle Terme mit eingebunden wurden. Nicht signifikante Terme wurden mit-
tels Rickwartselimination nach und nach aus dem Modell entfernt, wobei ein a fir Ausschluss
von 0,1 gewahlt wurde. GroBere Abweichungen der Daten von der Normalverteilung, kénnen

mittels Transformation reduziert werden. Dies war bei keinem meiner Datensatze nétig.

Nachdem ein Modell erstellt wurde, wurden die wichtigsten Kennzahlen und Diagramme kontrol-
liert, damit eingeschatzt werden kann, ob das Modell gut angepasst ist und man es fur weitere

Zwecke verwenden kann.

Wichtige Kennzahlen sind die p-Werte. Wenn der p-Wert des Modells kleiner als das Signifikanz-
niveau ist, kann daraus geschlussfolgert werden, dass das Modell die Streuung in der Antwortva-
riablen erklart [106]. Es wurden nur signifikante Modelle verwendet. Terme mit p-Werten kleiner
als das Signifikanzniveau sind signifikant. Diese Terme wurden im Modell belassen und bei der

Regressionsgleichung bertcksichtigt.

In der Zusammenfassung des Modells wird S angegeben. S hat die gleiche Einheit wie die Ant-
wortvariable und driickt aus, wie grol3 der Abstand der Daten von den angepassten Werten ist
[107]. Je kleiner S ist, desto angepasster ist das Modell. R? (R-Qd) ist der Prozentsatz der Streuung
der Antwortvariablen, die durch das Modell erklart wird. Die restliche Streuung wird nicht durch
das Modell erklart. Das prognostizerte R? (R-Qd(prog)) gibt die Prognosefahigkeit fir neue Be-
obachtungen an. Je gréBer es ist, desto besser kdnnen zukinftige Werte vorhergesagt werden.
Ist es deutlich kleiner als R2, deutet das auf eine Uberanpassung des Modells hin. Da R? besser
wird, je mehr Terme ins Modell genommen werden, kann es sinnvoll sein, sich das korrigierte R?

(R-Qd(kor)) anzuschauen, um zu entscheiden, welche Terme ins Modell einbezogen werden.

Zusatzlich sollten die Residuendiagramme Uberpriuft werden, um einzuschétzen, ob das Modell
gut an die Daten angepasst ist [108]. Im Wahrscheinlichkeitsnetz fir Normalverteilung sollten alle
Punkte moglichst nah an der Geraden liegen und nicht in erkennbarem Muster um die Gerade
schwanken. Wenn die Punkte keine Gerade bilden, kénnte das auf eine Nicht-Normalverteilung
hindeuten. Im Residuen-vs.-Anpassungen-Diagramm sollten die Punkte zufallig auf beiden Seiten
der gestrichelten Nulllinie verteilt sein und kein erkennbares Muster aufweisen. Ist ein Punkt weit

von der Linie entfernt, kann das ein Hinweis flr einen Ausreier sein. Ist eine Krimmung als
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Muster erkennbar, kann dies auf fehlende Terme hoéherer Ordnung hinweisen. Bei einem defini-
tiven Screening Design kdnnte man dann die Daten neu auswerten und quadratische Terme
und/oder Wechselwirkungen hinzufigen. Wenn die Residuen gegen die Reihenfolge aufgetragen
werden, sollte kein eindeutiges Muster erkennbar sein, das auf systematische Fehler oder einen
Trend hinweist. Bei Hinweisen auf einen Trend oder systematischen Fehler sollte die Versuchsreihe
kritisch betrachtet und gegebenenfalls wiederholt werden. Punkte, die weit von der gestrichelten
Linie entfernt sind, kénnten Ausreier sein. Fur jeden potentiellen AusreiBer muss entschieden
werden, ob der Versuchspunkt wiederholt, neu analysiert, neu berechnet oder weggelassen wer-
den soll. In dieser Arbeit wurden nur Modelle verwendet deren Residuen-Diagramme keine Auf-

falligkeiten aufwiesen.

Fur jeden ausgewerteten Versuchsplan gibt Minitab® die Regressionsgleichung an. Diese kann
genutzt werden, um zukinftige Ergebnisse fiir neue Parametereinstellungen vorherzusagen oder
um eine optimale Einstellung flr ein gewiinschtes Ergebnis zu finden. Zuséatzlich habe ich mittels
Minitab® Haupteffekte- und Wechselwirkungsdiagramme erstellt. Im Haupteffektediagramm
kann man schnell erkennen, welchen Effekt jeder Parameter hat und anhand der Steigung, wie
grol3 dieser ist. Im Wechselwirkungsdiagramm ist die Antwortvariable gegen einen Parameter mit
definiertem Wert fur die abhangige Variable aufgetragen. Fir Wirkungsflachendesigns wurden
zusatzlich Wirkungsflachendiagramme erstellt, die einen guten visuellen Gesamtiberblick tGber

den Versuchsraum liefern.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Entwicklung von PLGA-Nanopartikeln mittels Doppelemulsions-L&sungsmit-

televaporationsmethode

Fur die Herstellung von mit Ovalbumin beladenen PLGA-Nanopartikeln wurde eine Herstellungs-
methode von Jahnke [81] ausprobiert und so angepasst, dass mit ihr zielsicher Nanopartikel her-
gestellt werden kénnen, die vorher definierte Eigenschaften besitzen und so einem bestimmten
Produktprofil entsprechen. Unter Anwendung des Konzeptes ,Quality by Design” wurde zuerst
das Ziel der Entwicklung definiert und das Qualitatszielproduktprofil (QTPP) erarbeitet. Dann
wurde ausgearbeitet, welche Produkteigenschaften als kritische Qualitdtsmerkmale (CQA) gelten
und welche davon im Rahmen von statistischen Versuchsplanen (DoE) als ZielgroBen untersucht
werden sollen. Einige der tbrigen Eigenschaften des QTPP wurden im weiteren Verlauf der Ent-

wicklung untersucht.

511  Ziel der Entwicklung und Definition des Zielproduktes

Neben der Gesamtzielsetzung dieser Arbeit, ein allgemeines Prozessverstandnis zu gewinnen, um
verschiedene Nanopartikelherstellungsmethoden miteinander vergleichen zu koénnen, soll die
Entwicklung der PLGA-Nanopartikel dazu dienen exemplarisch darzustellen, wie ein systemati-
scher Entwicklungsansatz im Sinne des Quality by Design (QbD) unter Anwendung statistischer
Versuchsplanung umgesetzt werden kann. Es sollen ovalbuminbeladene PLGA-Nanopartikel ge-
neriert werden, die vielféltige Einsatzgebiete haben kdnnen. Dadurch kdnnten die Endprodukte
nicht nur flr konkrete Therapien genutzt werden, sondern auch fur die weitere Forschung, bei
der man unterschiedliche Produkteigenschaften miteinander vergleichen méchte. Zum Beispiel
kdnnen die Produkte fir Zellversuche genutzt werden, um herauszufinden, welche Partikelgréie
am besten aufgenommen wird oder welche Proteinbeladung einen guten Effekt erzielt. Da Ver-
anderungen an der Oberflache noch zu einem spateren Zeitpunkt erfolgen kénnen, habe ich mich
hier auf die Herstellung des ,Grundkérpers” konzentriert. Um einen maglichst groBen Einsatzbe-
reich mit den Endprodukten abdecken zu kdnnen, orientiert sich das Zielproduktprofil an der
allgemeinen Funktion von nanopartikuldren Tragern. Diese ist es, ausreichend Wirkstoff an einen
Zielort zu bringen und ihn dort kontrolliert freizusetzen, so dass der Wirkstoff gezielt einen phar-
makologischen Effekt hervorrufen kann [20]. Das Erreichen des Zielorts bzw. der Zielzelle ist Uber-

wiegend von der PartikelgroRe, Partikelform, Oberflachenladung und
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Oberflachenfunktionalisierung abhangig. Zudem darf der Wirkstoff bis zum Erreichen des Wir-

kortes nicht abgebaut werden, soll danach aber im Idealfall vollstandig freigesetzt werden. Die

Wirkstoffbeladung sollte so gewahlt werden, dass eine Wirkung am Zielort erreicht wird, ohne far

die Zielzelle oder das Zielgewebe toxisch zu sein. Das sich daraus ergebende Qualitatsprodukt-

profil ist in Tabelle 5-1 dargestellt.

Tabelle 5-1: Qualitatszielproduktorofil der PLGA-Nanopartikel

QTTP-Element

Produkt

PartikelgroBe

PartikelgroBen-
verteilung

Proteingehalt

Stabilitat

Redispergierbarkeit

(bei getrockneter
Nanosuspension)

Wirkstofffreiset-
zung

Sicherheit

Ziel

Nanosuspension bzw.
getrocknete Nanosus-
pension

Verschiedene Stufen
zwischen 1 und
1000 nm

Enge PartikelgroBen-
verteilung, idealer-
weise PDI <0,3

Verschiedene Stufen
zwischen 1und 50 %

Mind. 30 Tage im KS

Geringe Abweichung
zur ursprunglichen
Nanosuspension
Geringe initiale Frei-
setzung (<10 %, bes-
ser <5 %), danach
Freisetzung Uber lan-
geren Zeitraum mog-
lich

Nur sichere Ausgangs-
stoffe verwenden

Begriindung
Fur die weitere Verarbeitung oder Zelltests werden
die Partikel in Suspension bendétigt. Bei therapeuti-
scher oder diagnostischer Anwendung ist die bend-
tigte Arzneiform vom Applikationsort und der Funk-
tion abhangig.

Es sollen ,kleine”, ,mittlere” und ,grof3e” Nanoparti-
kel hergestellt werden (hier wurden 250 nm,
500 nm und 700 nm gewahlt).

Um Ergebnisse zukunftiger Versuche einer Partikel-
groBe zuordnen zu kdnnen und um sicher zu ge-
hen, dass mdglichst viele Partikel ihr Ziel erreichen,
sollte die GroBenverteilung nicht zu breit sein.

Es sollen Partikel mit ,geringem”, ,mittleren” und
,hohem” Proteingehalt hergestellt werden (hier
wurden 4,5 %, 20 % und 40 % gewahlt).

Das Endprodukt soll Gber einen ausreichend langen
Zeitraum physikalisch stabil sein, damit es fur wei-
tere Versuche zur Verfligung stehen kann.

Die Redispergierbarkeit aus einer getrockneten Na-
nosuspension ist ausschlaggebend fur den Erhalt
der Funktionalitdt des Endproduktes.

Protein soll durch die PLGA-HUlle gut geschitzt
werden und sollte sich daher nicht sofort freisetzen.
Protein soll erst in der Zielzelle freigesetzt werden,
um sicherzugehen, dass es keine Interaktionen mit
Nicht-Zielgewebe gibt (Toxizitat).

Alle Stoffe, die sich noch im Endprodukt befinden,
sollten fur die parenterale Gabe zugelassen sein.
Alle bedenklichen Ausgangsstoffe dirfen im finalen
Produkt nicht nachweisbar sein.
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Konkret sollen (getrocknete) Nanopartikelsuspensionen hergestellt werden, die eine mittlere Par-
tikelgroBe von 250 nm, 500 nm und 700 nm aufweisen, mit einem PDI unter 0,3 und einem Pro-
teingehalt von jeweils 4,5 %, 20 % und 40 %. Fir mindestens ein getrocknetes Produkt soll gezeigt
werden, dass es mindestens 30 Tage im Kuhlschrank physikalisch und chemisch stabil ist. Wird
das trockene Produkt redispergiert, soll es moglichst den Eigenschaften der Nanopartikelsuspen-

sion vor der Trocknung entsprechen und eine geringe initiale Wirkstofffreisetzung aufweisen.

5.1.2  Auswahl der kritischen Qualitatsmerkmale

Vor der ersten Herstellung sollte definiert sein, welche Eigenschaften des Endproduktes analysiert
werden sollen. Als Grundlage hierfir dienen die kritischen Qualitdtsmerkmale, die sich aus dem
Qualitatsproduktprofil ergeben. Es sollten gut messbare GroéBen sein, fur die es eine funktionie-
rende Analytik gibt. Fir Nanopartikel ist die PartikelgroBe eine der wichtigsten Eigenschaften,
denn sie beeinflusst neben der Verteilung im Korper auch die Wirkstoffbeladung, Wirkstofffrei-
gabe und Pharmakokinetik der Nanopartikel [20]. Zum Beispiel kénnen kleine Partikel aufgrund
ihres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis weniger Wirkstoff verkapseln. Handelt es sich um eine For-
mulierung, bei der der Wirkstoff an der Oberflache angebracht ist, konnen sie jedoch mit mehr
Wirkstoff beladen werden. Zudem setzten sie den Wirkstoff aufgrund der gro3en Oberflache und
kurzen Diffusionswege potenziell schneller frei [20]. Die PartikelgroBe wurde als z-Average bzw.
mittlere PartikelgroBe mittels DLS gemessen. Als Anhaltspunkt fur die PartikelgréBenverteilung

diente der PDI.

Ein weiteres kritisches Qualitdtsmerkmal ist der Proteingehalt, also die Gesamtmasse an Protein
pro Gesamtmasse der Nanopartikel (Formel 4-4). Die Beladungseffizienz, also die Masse an ein-
gesetztem Protein, die im Endprodukt verbleibt (Formel 4-5), kann je nach Wirkstoff und Methode
sehr unterschiedlich sein. Wichtig ist, dass die Beladungseffizienz hoch genug ist, um auf eine
bestimmte Proteinbeladung zu kommen. Ansonsten ist sie vor allem ein wirtschaftlicher Faktor
und wurde daher in dieser Arbeit zwar ausgewertet, ist aber kein kritisches Qualitatsmerkmal, auf

das optimiert wurde.

Die Wirkstofffreisetzung wird als Verlauf Uber einen bestimmten Zeitraum dargestellt. Die nano-
partikularen Trager sollen erst bei Erreichen des Zielgewebes bzw. der Zielzelle den Wirkstoff
freisetzen. Solange sie sich im Blutkreislauf befinden, sollen sie wenig bis gar keinen Wirkstoff

freigeben. Dementsprechend sollte ein optimales Freisetzungsprofil einen geringe initiale
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Wirkstofffreisetzung zeigen und erst im Anschluss einen GroBteil des Wirkstoffes freisetzen. Als
kritische Qualitatsmerkmal fir die initiale Freisetzung wurde die freigesetzte Menge nach 24 h

gewahlt. Zudem wird das gesamte Freisetzungsprofil bei pH 7,4 betrachtet.

Es ist wichtig, dass das Endprodukt Uber einen gewissen Zeitraum stabil ist und im Falle eines
getrockneten Endproduktes dieses auch wieder in wassrigem Medium redispergierbar ist. Als kri-
tische Qualitdtsmerkmale wurden hier die mittlere PartikelgréBe, PDI und die Gesamtprotein-
menge zu einem bestimmten Zeitpunkt gewahlt. Diese sollten nicht oder nur geringfligig von
den Werten zum Startzeitpunkt bzw. vor dem Trocknen abweichen. Wahrend Partikelgrée, PDI
und der Proteingehalt fur die Funktionalitdt der Nanopartikel wichtig sind, kann zusatzlich noch
das Zeta-Potential bestimmt werden, das eine gute GroBe ist, um Verdnderungen der Nanosus-

pension festzustellen, die evtl. durch die anderen GréfBen nicht feststellbar sind.

Die kritischen Qualitdtsmerkmale sollten wahrend der Entwicklung bestimmt und evtl. optimiert
werden. Da die Herstellung des Endproduktes aus einzelnen Teilprozessen (Herstellung, Aufrei-
nigung und Stabilisieren der Nanopartikel) besteht, wurden flr jeden Teilprozess nur die entspre-
chenden CQA analysiert. Die mittlere Partikelgrél3e, der PDI und der Proteingehalt wurden direkt

nach der Herstellung analysiert. Zudem wurde die Beladungseffizienz berechnet.

Das Zeta-Potential ist fur die PLGA-Nanosuspension kein kritisches Qualitatsmerkmal, da es bei
sterisch stabilisierten Nanopartikeln nicht fur die kolloidale Stabilitat ausschlaggebend ist. Zudem
gibt es keine eindeutige ZielgroBe, bei der das Zeta-Potential die Verteilung im Kérper positiv
beeinflusst. Dazu kommt, dass sich die Nanopartikel der einzelnen Chargen direkt nach der Her-
stellung in unterschiedlichen Medien befinden. Da das Zeta-Potential stark vom Medium abhan-
gig ist, mUssten alle Partikel in das gleiche Medium Uberfuhrt werden, um vergleichbare Daten zu
generieren. Daher wurde das Zeta-Potential nur im Rahmen der Vorversuche und der finalen

Formulierung gemessen, jedoch nicht wahrend des Optimierungsprozesses.

Die CQA, die Einfluss auf die Freisetzung, Stabilitat und Redispergierbarkeit haben, wurden vor
und nach dem Trocknen der Nanosuspension bestimmt, jedoch nicht im Rahmen der DoE-Ver-

suche.
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5.1.3 Praktisches Vorgehen und Vorversuche

Bei der Herstellungsmethode handelt es sich um eine Doppelemulsions-Lésungsmittelevaporati-
onsmethode, bei der erst eine Emulsion aus dem in einer wassrigen Phase (W1) geldsten Wirkstoff
und dem in einer organischen Phase (O) geldsten Polymer hergestellt wurde. Diese erste Emulsion
wurde dann in einer wassrigen duBeren Phase (W2) emulgiert, wodurch eine Doppelemulsion
entstand. Durch das Evaporieren der organischen Phase fallt das Polymer aus und eine Nanosus-

pension entsteht. Fur diesen Schritt wurde das Volumen durch eine Stabilisatorlosung (S) erhdht.

Um die groBe Variabilitat der PartikelgroBe und des Proteingehalts aus dem QTPP zu realisieren,
wurden zwei verschiedene Varianten der Methoden ausprobiert, bei denen unterschiedliche Ho-
mogenisatoren verwendet wurden, um die Emulsionen herzustellen. Zuerst wurde die urspring-
liche Methode, bei der ein Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra-Turrax®) eingesetzt wurde, unter-
sucht und optimiert. Fur die zweite Variante wurde dieser durch einen Ultraschallhomogenisator
ausgetauscht. Zuletzt wurden beide Varianten zu einer dritten kombiniert, da noch nicht alle Ziel-

groBen und Zielproteingehalte erreicht wurden.

Zu Beginn wurden beide Herstellungsvarianten mit moglichst dhnlichen Parametern und gleicher
Formulierungszusammensetzung (Tabelle 5-2) untersucht. Da sich bei der Homogenisierung mit-

tels Ultraschall die Proben stark erwarmt hatten, wurde die Beschallungszeit reduziert.

Tabelle 5-2: Zusammensetzung der Formulierung fir die Chargen UT_start und US_start

Phase Menge Zusammensetzung
1. hydrophile Phase 1600 4,0 % (m/V) OVA in Phosphatpuffer pH 7,4
Organische Phase 4 ml 2,5 % (m/V) PLGA in Ethylacetat
2. hydrophile Phase 12 g 5 % (m/m) PVA in Wasser
Stabilisatorlésung 40 g 1% (m/m) PVA in Wasser

Die Charge UT_start wurde mittels Ultra Turrax® homogenisiert. Dafur wurden die innere Emul-
sion (W/O) fur 60 Sekunden bei 20.500 rpm und die Doppelemulsion (W/O/W) fur 120 Sekunden
bei 20.500 rom homogenisiert. Im Anschluss wurde das Ethylacetat Gber Nacht bei 400 rpm eva-
poriert. Die Charge US_start wurde in der gleichen Zusammensetzung hergestellt und mittels
Ultraschallhomogenisator bei einer Amplitude von 20 % erst fur 20 Sekunden (W/O) und an-

schlieBend bei gleicher Amplitude fir 40 Sekunden (W/O/W) homogenisiert.
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Mittels beider Methoden-Varianten wurden Partikel im Nanometerbereich hergestellt, die sich in
der PartikelgroBe, jedoch nicht in der PartikelgréBenverteilung (PDI) und im Zeta-Potential von-
einander unterschieden (Tabelle 5-3). Die Herstellung mittels Ultraschall-Homogenisierung lie-
ferte signifikant kleinere Partikel (p = 0,002), obwohl bereits eine geringe Amplitude und eine
verringerte Homogenisierungsdauer als bei der Ultraturrax-Homogenisierung gewahlt wurden.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Energieeintrag durch Ultraschall bei den gewahlten Einstel-

lungen deutlich héher ist als beim Rotor-Stator-Prinzip. Die PartikelgroBenverteilungen der zwei

Chargen sind in Abbildung 5-1 gut erkennbar.
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Abbildung 5-1: PartikelgréBenverteilung der Chargen, die mittels Ultra Turrax® (UT) und Ultra-
schallhomogenisator (US) hergestellt wurden (n = 3, Fehlerbalken = SD)

Die zwei Intensitatskurven haben einen ahnlichen Verlauf, der leicht zueinander verschoben ist.
Trotz gleicher Formulierungszusammensetzung unterschieden sich beide Produkte auch deutlich
im Proteingehalt und in der Beladungseffizienz (Tabelle 5-3). Dies kdnnte an dem unterschiedli-
chen Energieeintrag bei der Homogenisierung liegen. Die Einflisse auf die Partikeleigenschaften

wurden in den weiteren Abschnitten dieses Kapitels untersucht.

Tabelle 5-3: Partikeleigenschaften (n = 3, + Standardabweichung)

Mittlere Partikel- Zeta-Potential ~ Beladungs-  Proteingehalt
Charge PDI

groBe [nm] mV] effizienz [%] [%]
UT _start 366,8 £ 22,3 0,169 + 0,030 -9,5+1,6 12,56 + 4,02 7,46 + 2,23

US_start 2412 £ 19,5 0,180 + 0,021 -96+04 45,79 £4,05 22,66 + 1,54

(UpS_\zAt/JeLrJtT) ol 0,621 0,899 0,001 0,001
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5.1.4 Herstellung mittels Rotor-Stator-Homogenisator

Im nachsten Schritt wurde die Herstellungsmethode, bei der der Ultra-Turrax® zur Homogeni-
sierung verwendet wurde, auf kritische Prozessparameter untersucht und optimiert. Im Anschluss
wurden die Prozessparameter so eingestellt, dass die Nanopartikel vorher definierten kritischen

Qualitatsmerkmalen entsprachen.

5141 lIdentifikation und Evaluation der Prozessparameter

Nachdem anhand der kritischen Qualitdtsmerkmale entschieden wurde, welche ZielgréBen mit-
tels statistischen Versuchsplanen analysiert und optimiert werden sollen, musste im nachsten
Schritt identifiziert werden, welche Variablen bei der jeweiligen Herstellungsvariante Einfluss auf
diese Qualitatsmerkmale haben kdnnen und dementsprechend als Prozessparameter variiert wer-
den sollten. Durch die Vorversuche bekommt man einen ersten Eindruck, welche variierbaren
Prozessparameter und Materialeigenschaften es gibt. Um eine mdglichst vollstandige Liste zu
erhalten, habe ich mich entschieden, ein Ishikawa-Diagramm als Ursachen-Wirkungs-Diagramm
zu erstellen, das die 5 Ms (Mensch, Material, Maschine (Equipment), Methoden (Prozessparame-
ter), Mitwelt (Umwelt)) enthalt und zusatzlich die Formulierungszusammensetzung als separate
Ursache betrachtet (Abbildung 5-2). Damit sind bereits sechs Hauptursachen definiert, die dabei
helfen, moglichst viele Ursachen zu finden. Auch wenn nicht alle Prozessvariablen auf einmal un-
tersucht werden kénnen, erhélt man eine umfangreiche Liste, die im Lebenszyklus der Methode
hilfreich sein kann. Damit kann das hier ausgearbeitete Ishikawa-Diagramm im spateren Verlauf
der Entwicklung oder in der Produktion fir eine Risikoanalyse genutzt werden. Bei einer Risiko-
analyse geht es vor allem darum zu bewerten, wie stark sich potenzielle Abweichungen auf das
Endprodukt und die CQA auswirkten. Falls im spateren Lebenszyklus der Herstellungsmethoden
Fehlerquellen analysiert werden, ist es sinnvoll, nicht genauer untersuchte und als unbekannte

Prozessparameter klassifizierte Prozessvariablen genauer zu betrachten.
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Abbildung 5-2: Ishikawa (Fischgréten)-Diagramm zum Sammeln der potenziellen Einflusstaktoren (Ursachen) fiir die CQA (Wirkung)
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In der friihen Phase der Entwicklung geht es jedoch zuerst darum, die Variablen zu identifizieren,
mit denen man die CQA der Nanopartikel steuern kann, also kontrollierbare Variablen mit hohem
Einfluss. Aufgrund dessen habe ich mich entschieden, vorerst nur die Prozessparameter inklusive
der Formulierungszusammensetzung flr eine praktische Prozessanalyse in Betracht zu ziehen. Da
es sich dabei immer noch um mehr Variablen handelt als fur praktische Versuche in Bezug auf
Aufwand und Nutzen angemessen sind, habe ich evaluiert, welche Variablen als Faktoren in einem
DoE untersucht werden sollen. In die Evaluation wurde mit einbezogen, wie groB der Einfluss auf
PartikelgroBe, PDI und Proteingehalt vermutet wird, wie genau, weit, reproduzierbar, stufenlos
und aufwandig die Faktorstufen einstellbar sind und welches Equipment zur Verfigung steht.
Zudem kdnnen nur Parameter untersucht werden, die voneinander unabhangig einstellbar sind.
Fur eine sinnvolle Einschatzung sollte neben dem pharmazeutischen Wissen und der Erfahrung
aus den Vorversuchen wissenschaftliche Literatur einbezogen werden, bei der ahnliche Emulsio-
nen oder Nanopartikel untersucht wurden. Auch wenn Erkenntnisse aus anderen Systemen nicht
einfach Ubertragen werden kdnnen, bieten sie trotzdem einen guten Anhaltspunkt. Im Folgenden

werden die Faktoren im Einzelnen bewertet:

Die Eintauchtiefe bietet beim Herstellen der inneren Phase nur sehr wenig Spielraum, da der Rotor
des Ultra-Turrax mit Flissigkeit bedeckt sein muss. Zudem hat sich in den Vorversuchen gezeigt,
dass flr das Herstellen der Doppelemulsion die Ultra-Turrax® -Spitze von oben nach unten durch
die Emulsion gefuhrt werden muss, um ein gleichméaBiges Durchmischen der Phasen zu gewahr-
leisten. Daher ist die Eintauchtiefe kein guter Parameter, um die Eigenschaften des Endproduktes
zu steuern. Zudem kann es schwierig sein, die Eintauschtiefe bzw. das Bewegen der Ultra-Turrax-

Spitze durch die Emulsion reproduzierbar einzustellen.

Mainardes et al. hat fir die Untersuchung einer Einfachemulsions-Lésungsmittelevaporationsme-
thode die Hypothese aufgestellt, dass bei schnellerer Evaporation die Diffusion des Wirkstoffes
Praziquantel in die duBeren Phase verringert wird und dadurch die Wirkstoffbeladung erhoht
werden musste [109]. Bei einer Doppelemulsion musste der hydrophile Wirkstoff zuerst in die
organische Phase diffundieren und dann in die auBere wassrige Phase. Auch hier liegt die Ver-
mutung nahe, dass bei hoherer Evaporationsrate die Diffusion verringert wird und die Wirkstoff-
beladung erhoht wird. Dennoch wurde die Evaporationsrate nicht als Parameter fur die Untersu-

chung mittels statistischen Versuchsplans ausgewahlt, da der zeitliche Aufwand dieser
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Untersuchung ohne den Einsatz eines Reihenrotationsverdampfers enorm hoch ware, da jede
Charge einzeln verdampft und das Gerat im Anschluss gereinigt werden musste. Fiir den Fall, dass
die Wirkstoffbeladung der Endprodukte noch nicht hoch genug sein sollte, kdnnte man die Eva-

porationsrate mittels OFAT untersuchen.

Der von mir verwendete Ultra-Turrax® T25 hat funf Stufen flr die Rotationsgeschwindigkeit, die
einen Bereich von 8500 bis 24000 rpm abdecken. Damit lasst sich die Rotationsgeschwindigkeit
sehr genau und reproduzierbar einstellen und sich die Weite der Stufen gut, aber nicht stufenlos,
wahlen. Hussein et al. und Narayanan et al. haben bereits gezeigt, dass die Homogenisierungs-
geschwindigkeit einen Einfluss die Partikelgré3e haben kann [110,111]. Beide haben Doppelemul-
sions-Evaporationsmethoden untersucht, um linamarin- bzw. hyaluronidasebeladene PLGA-Na-
nopartikel herzustellen. Zudem ist auch in der Theorie der Energieeintrag durch die Rotationsge-
schwindigkeit ein wichtiger Faktor, um neue Grenzflachen in einer Emulsion zu schaffen und
dadurch die TropfchengréBe zu verringern, was potenziell zu kleineren Partikeln fuhrt. Wie die
Geschwindigkeit den PDI und die Wirkstoffbeladung beeinflusst, ist deutlich schwieriger einzu-
schatzen. Ahnliches gilt fir die Homogenisierungsdauer, sie ist sehr gut einstellbar und es kann
ein Einfluss auf die PartikelgréRe erwartet werden. Daher wurde die Rotationsgeschwindigkeit und
Homogenisierungsdauer flr sowohl die innere Emulsion als auch fiir die Doppelemulsion als Fak-

toren des DoE untersucht.

Von der Zusammensetzung der Formulierung kénnen alle Konzentrationen, die Volumina der
einzelnen Phasen, das Volumenverhaltnis der Phasen und das Gesamtvolumen einen Einfluss auf
das Endprodukt haben. Zusatzlich sind sie genau, stufenlos und reproduzierbar einstellbar und
die Stufen sind mit hohem Abstand wahlbar. Die Parameter sind jedoch nicht unabhangig vonei-
nander. Daher kann nicht innerhalb eines Versuchsplans untersucht werden, ob die Konzentration
oder die Masse der geldsten Substanzen oder das Volumen der Phase ausschlaggebend fur den
Einfluss auf die CQA sind. Daher habe ich mich dazu entschieden, das Volumenverhaltnis der
Phasen und das Gesamtvolumen konstant zu halten und die Konzentrationen der einzelnen Pha-
sen einzustellen. Die Masse der Substanzen ergibt sich dann aus der Konzentration und dem
Volumen (Formel 5-1). Dementsprechend wurden die OVA-, PLGA und PVA-Konzentration als

Faktoren im DoE untersucht.

M=c-V Formel 5-1
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5.14.2 Identifikation der signifikanten Prozessparameter (CPP) mittels definitivem Screening
Versuchsplan

Im letzten Abschnitt wurde entschieden, welche Parameter im praktischen Versuchsteil mittels

statistischem Versuchsplan untersucht werden sollen. Da es sich dabei um sieben Prozesspara-

meter handelt, ist es sinnvoll, mittels eines Screening-Versuchsplans die Parameter zu identifizie-

ren, die den groBten Einfluss haben. Bei der Wahl der Faktorstufen wurde sich an den Parametern

der Vorversuche orientiert, wobei die Faktorstufen so gewahlt wurden, dass potenziell etwas gro-

Bere Partikel entstehen. (Tabelle 5-4).

Tabelle 5-4: Parametereinstellung des definitiven Screening Versuchsplans zur Untersuchung der
Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-Stator-Homogeni-
sator (Ultra Turrax®)

Parameter Tief Mittel Hoch
¢ (OVA) [%] 2 3 4
¢ (PLGA) [%] 3 6 9
Ruhrgeschwindigkeit (W/O) [upm] 9500 - 20500
Homogenisierungsdauer (W/O) [s] 30 60 90
c (PVA) [%] 2 3,5 5
Ruhrgeschwindigkeit (W/O/W) [upm] 8000 - 13500
Homogenisierungsdauer (W/O/W) [s] 60 105 150

Der mittels Minitab 18 Software generierte und randomisierte Versuchsplan wurde in der vorge-
gebenen Reihenfolge abgearbeitet und die Nanopartikelsuspensionen analysiert (Tabelle 5-5). Es
wurden PLGA-Partikel mit einer mittleren Partikelgrée von 374 nm bis 5565 nm, einem PDI von
0,178 bis eins und einer Proteinbeladung von 0,32 % bis 6,64 % generiert. Die Beladungseffizienz
lag zwischen 7,22 % und 23,95 %. Es fallt auf, dass Probe vier Partikel Gber 5 ym enthalt und einen
PDI von eins hat. Bei einem PDI von eins sollte der ermittelte Wert der mittleren Partikelgréfe
kritisch betrachtet werden. Dieser beruht sehr wahrscheinlich darauf, dass die analytische Me-
thode bei so groBen Partikeln an ihre Grenzen st6Bt und daher die angegebene mittlere Partikel-
groBe eher als Naherungswert betrachtet werden muss. Da plausibel ist, dass bei den angewen-
deten Prozessparametern sehr groBe Partikel entstanden sind und es keinen Hinweis fir Fehler

wahrend der Herstellung gab, wurden die Werte mit in die Auswertung des Designs genommen.
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Tabelle 5-5. Parametereinstellungen und Ergebnisse der ZielgréBen des definitiven Screening Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode
von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra Turrax®)

Parameter ZielgroBe
o SO RO VWO g PV WOMI EWOM | b o e bl
1 2 3 9500 60 5 8000 150 558,8 0,366 11,52 2,98
2 4 9 9500 90 5 8000 105 1527,7 0,560 14,23 2,47
3 2 9 9500 30 5 13500 60 594,1 0,374 15,05 1,32
4 2 9 20500 90 2 8000 60 5565,0 1,000 22,68 1,98
5 4 9 20500 60 2 13500 60 2584,7 0,178 15,63 2,70
6 2 9 20500 30 35 8000 150 1850,7 0,597 22,17 1,93
7 4 6 20500 30 5 8000 60 1120,7 0,568 15,28 3,92
8 4 3 20500 90 2 8000 150 2402,7 0,378 13,35 6,64
9 4 9 9500 30 2 8000 150 3304,3 0,271 16,72 2,89
10 2 3 20500 90 5 13500 60 4439 0,280 13,13 3,38
11 2 6 9500 90 2 13500 150 701,0 0,425 14,74 1,93
12 3 6 20500 60 3.5 13500 105 621,0 0,350 17,45 3,37
13 4 3 9500 90 35 13500 60 596,9 0,401 8,10 414
14 3 9 20500 90 5 13500 150 689,1 0,360 23,95 3,09
15 4 3 9500 30 5 13500 150 374,5 0,196 7,22 3,71
16 3 6 9500 60 35 8000 105 2129,7 0,583 11,55 2,26
17 2 3 20500 30 2 13500 105 510,7 0,331 15,24 3,90
18 3 3 9500 30 2 8000 60 1642,7 0,580 9,53 3,67
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Der Screening-Versuchsplan wurde fur jede Antwortvariable wie beschrieben analysiert und die
wichtigsten Kennzahlen in Tabelle 5-6. zusammengefasst. Die Regressionsgleichungen fur alle

Antwortvariablen (Formel 5-2 bis Formel 5-5) wurden berechnet.

Tabelle 5-6. P-Werte der Parameter fir die jeweiligen Antwortvariablen und Modellzusammen-
fassung des definitiven Screening Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode von
OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra Turrax®) nach

Riickwdrtselimination, o fir Ausschluss = 0.7

Antwort
Variable Dz PDI LE PG
Parameter
c (OVA) nicht signifikant 0,051 0,004 <0,001
c (PLGA) 0,014 nicht signifikant <0,001 <0,001
v (W/O) nicht signifikant  nicht signifikant <0,001 <0,001
t (W/O) nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
c (PVA) 0,004 nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
v (W/O/W) 0,009 0,001 nicht signifikant nicht signifikant
t (W/O/W) nicht signifikant 0,058 0,016 nicht signifikant
p-Wert des Modells <0,001 0,004 <0,001 <0,001
S 794,2 nm 0,134 1,45 % 0,52 %
R2 [%] 70,95 60,10 92,62 84,15
R%(prog) [%] 51,84 27,95 85,22 70,83
Dz = 2016 + 200,9 ¢ (PLGA) - 488 ¢ (PVA) - 573 v (W/O/W) Formel 5-2
PDI = 0,839 - 0,0770 c (OVA) - 0,1284 v (W/O/W) - 0,001658 t (W/O/W) Formel 5-3
LE = 9,68 - 1,373 ¢ (OVA) + 1,133 ¢ (PLGA) + 2,378 v (W/O) + 0,02384 t (W/O/W) Formel 5-4
PG = 2,840 + 0,717 ¢ (OVA) - 0,3105 c (PLGA) + 0,492 v (W/O) Formel 5-5

Bei der Modellzusammenfassung fir den PDI fallt auf, dass das prognostizierte R? sehr klein ist
und deutlich kleiner als R2. Dies hat sich auch mit anderen Auswertungsoptionen nicht verbessert.
Der PDI war fast ausschlieBlich von der Ruhrgeschwindigkeit der Doppelemulsion abhangig,
wurde aber durch das Modell und daher auch durch die Regressionsgleichung nicht besonders
gut beschrieben. In Abbildung 5-3 (B) kann man gut erkennen, dass bei héherer Riihrgeschwin-
digkeit der PDI sank. Ich habe mich entschieden, dies flir weitere Versuche zu bericksichtigen,

aber nicht die Regressionsgleichung (Formel 5-3) flir weitere Optimierungen zu nutzen.
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Abbildung 5-3: Haupteffektdiagramme fir die mittlere PartikelgroBe (A), PDI (B), Beladungseftizi-
enz (C) und Proteingehalt (D) des definitiven Screening Versuchsplan zur Untersuchung der Her-
stellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-Stator-Homogenisa-
tor (Ultra Turrax®); nicht im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt

Die mittlere PartikelgréBe (Dz) war von der PLGA-Konzentration, der PVA-Konzentration und der
Ruhrgeschwindigkeit des zweiten Homogenisierungsschritts abhangig. Je gréRer die PLGA-Kon-
zentration war, desto groBBer wurden die Partikel. Die Stabilisatorkonzentration und die Ruhrge-
schwindigkeit hatten den umgekehrten Effekt. Aufféllig ist, dass die Homogenisierungsdauer der

Doppelemulsion keinen signifikanten Einfluss auf die PartikelgroBe im untersuchten Bereich hatte.
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Der Proteingehalt und die Beladungseffizienz waren von der OVA- und PLGA-Konzentration und
der Ruhrgeschwindigkeit der inneren Emulsion abhangig. Wahrend die Ruhrgeschwindigkeit ei-
nen positiven Effekt auf beide Antwortvariablen hatte, war der Einfluss von OVA-Gehalt und
PLGA-Gehalt fur die Antwortvariablen gegensatzlich. Wurde die OVA-Konzentration erhéht, war
der Proteingehalt des Endproduktes auch héher, die Beladungseffizienz jedoch geringer. Wenn
mehr PLGA eingesetzt wurde, wurde von dem eingesetzten OVA auch mehr in den Partikeln ein-

geschlossen. Da damit auch die Gesamtpolymermasse anstieg, erniedrigte sich der Proteingehalt.

Die Ergebnisse aus dem Screening-Versuchsplan sind plausibel und es konnten die signifikanten
Parameter fur die jeweilige Antwortvariable ermittelt werden. Um genaue Vorhersagen tber die
CQA treffen zu kdnnen und diese nach Wunsch einstellen zu kénnen, sollte mit zwei bis vier
Parametern ein Wirkungsflachen-Versuchsplan durchgefiihrt werden. Dafir sollten Parameter
ausgewahlt werden, die einen statistisch signifikanten Einfluss sowie einen gro3en Effekt auf die

mittlere PartikelgroBe, den PDI und den Proteingehalt haben und zuséatzlich gut einstellbar sind.

Generell |asst sich sagen, dass die Ruhrdauer fur beide Homogenisierungsschritte kaum einen
Einfluss auf die CQA hatte. Es machte einen signifikanten Unterschied, ob die Ruhrgeschwindig-
keit auf die hohere oder tiefere Stufe eingestellt wurde. Die Einstellung fur die innere Emulsion
hatte einen Einfluss auf den Proteingehalt und die Beladungseffizienz, wahrend die Einstellung
fur die Doppelemulsion die mittlere PartikelgroBe und den PDI beeinflusste. Da der verwendete
Ultra-Turrax® nicht stufenlos einstellbar war, konnte man durch die Rihrgeschwindigkeit nur den
groben PartikelgroBenbereich beeinflussen, aber keine feineren Einstellungen an den CQA vor-

nehmen.

5143 Weitere Optimierung mittels Wirkungsflachenversuchsplan

Um Wirkungsflachen fir alle CQA mit PVA- und PLGA-Konzentration als Faktoren zu generieren,
wurde ein zentral zusammengesetzter Versuchsplan erstellt. Anhand dieser Wirkungsflachen kon-
nen dann die CQA nach Wunsch definiert und die dazugehérigen Parametereinstellungen ermit-
telt werden. Alle Proben dieses Versuchsplans wurden mit einer OVA-Konzentration von 3,94 %
hergestellt. Die innere wassrige und die organische Phase wurden mit 20500 upm fiir 68 s emul-
giert und die Doppelemulsion wurde bei 13500 upm und 150 Sekunden Rihrdauer hergestellt.

Die gewahlten Faktorstufen fir die PVA- und PLGA-Konzentration koénnen Tabelle 5-7
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entnommen werden. Die Werte der mittleren Faktorstufen ergaben sich aus den optimierten Ein-

stellungen des Screening Versuchsplans.

Tabelle 5-7: Parametereinstellung des zentral zusammengesetzten Versuchsplans zur Untersu-
chung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-Stator-
Homogenisator (Ultra Turrax®)

Parameter -a Tief Mittel Hoch +a’
¢ (PVA) [%] 2,17 3 5 7 7,83
¢ (PLGA) [%] 6,17 7 9 11 11,83

Die im Rahmen des Versuchsplans hergestellten Nanopartikelsuspensionen wurden analysiert

und die Ergebnisse in Tabelle 5-8 zusammengefasst.

Tabelle 5-8: Einstellungen und Ergebnisse des zentral zusammengesetzten Versuchsplans zur Un-
tersuchung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Rotor-
Stator-Homogenisator (Ultra Turrax ®)

Srobe Parameter ZielgroBe
c (PVA) [%] ¢ (PLGA) [%] Dz [nm] PDI LE [%] PG [%]
1 5 9 714,0 0,232 20,32 3,49
2 5 11,83 1204,7 0,353 2717 3,54
3 3 11 1807,0 0,293 23,08 3,25
4 5 9 650,2 0,286 22,48 3,84
5 5 9 707,3 0,295 18,58 3,20
6 7 7 446,6 0,192 19,64 4,30
7 7,83 9 503,4 0,180 22,71 3,88
8 2,17 9 1810,3 0,311 19,53 3,36
9 5 9 606,7 0,255 23,21 3,96
10 7 M 565,5 0,257 25,20 3,54
11 5 6,17 506,2 0,242 18,20 4,57
12 3 7 8734 0,351 18,90 414
13 5 9 6954 0,301 22,61 3,86

Es wurden PLGA-Partikel mit einer mittleren PartikelgroBe von 446,6 nm bis 1810,3 nm, einem PDI
von 0,180 bis 0,353 und einer Proteinbeladung von 3,20 % bis 4,51 % generiert. Die Beladungsef-

fizienz lag zwischen 18,20 % und 27,17 %. Im Anschluss wurde der Versuchsplan fir alle vier
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Antwortvariablen analysiert und die wichtigsten Kennzahlen in Tabelle 5-9 zusammengefasst. Alle

Modelle haben einen p-Wert kleiner <0,05; die Antwortvariablen werden dementsprechend gut

durch die Modelle dargestellt. Die Regressionsgleichungen fur alle Antwortvariablen (Formel 5-6

bis Formel 5-9) wurden mittels Minitab® berechnet.

Tabelle 5-9: P-Werte der linearen und quadratischen Terme und Wechselwirkungen fiir die jewei-

ligen Antwortvariablen sowie Modellzusammenfassung nach Rickwdértselimination, a fir Aus-

schluss = 0,7

Antwort
Variable Dz PDI
Parameter
c (PVA) <0,001 0,002
c (PLGA) <0,001 0,099
c (PVA) * ¢ (PVA) <0,001
¢ (PLGA) * c (PLGA) <0,001
c (PVA) * c (PLGA) 0,021 0,081
p-Wert des Modells <0,001 0,005
S 61,7 nm 0,032
R2 [%] 98,98 73,89
R2(prog) [%] 94,50 38,61

nicht signifikant
nicht signifikant

LE

0,096
0,000

nicht signifikant
nicht signifikant
nicht signifikant

0,001

1,41 %

77,78
68,64

Dz = 1121 - 312,3 c(PVA) + 69 c(PLGA) + 55,08 c(PVA) - c(PVA)

+ 17,40 c(PLGA) - c(PLGA) - 50,92 c(PVA) - c(PLGA)

PDI = 0,647 - 0,0933 c(PVA) - 0,0284 c(PLGA) + 0,00773 c(PVA) - c(PLGA)

LE = 6,76 + 0,459 c(PVA) + 1,401 c(PLGA)

PG = 8,56 + 0,0739 c(PVA) - 0,986 c(PLGA) + 0,0443 c(PLGA) - c(PLGA)

PG

0,093
0,001
nicht signifikant
0,063
nicht signifikant
0,003
0,22 %
77,51
67,33

Formel 5-6

Formel 5-7
Formel 5-8

Formel 5-9

Fur die mittlere PartikelgroBBe waren alle linearen und quadratischen Terme signifikant, sowie die

Wechselwirkung zwischen c(PVA) und c(PLGA). Das R? war mit 98,98 % sehr hoch und das fast

ebenso hohe R?(prog) von 94,50 % deutete darauf hin, dass zukinftige mittlere PartikelgroBen

sehr gut vorhergesagt werden. Im Haupteffektdiagramm (Abbildung 5-4 A) kann man gut erken-

nen, dass mit steigender PLGA-Konzentration auch die mittlere PartikelgroBe steigt.
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Abbildung 5-4: Einfluss der PLGA- und PVA-Konzentration auf die mittlere PartikelgréBe, darge-
stellt als Haupteffekt- (A), Wechselwirkungs- (B) und Wirkungsfldchendiagramm (C)

Mit steigenden PVA-Konzentrationen wurden die Partikel kleiner, was zwischen 6 % und 8 % stag-
nierte. In diesem Bereich war das System vermutlich mit Stabilisator gesattigt und hoéhere Stabi-
lisatorkonzentrationen kdnnten keinen weiteren Effekt verursachen. Zwischen 7 % und 8 % stieg
die Funktion wieder, was bedeutet, dass die PartikelgroBe bei hohen Stabilisatorkonzentrationen
wieder leicht anstieg. Im Wechselwirkungsdiagramm (Abbildung 5-4 B) kann man erkennen, dass
der Einfluss der PVA-Konzentration friiher stagnierte je geringer die PLGA-Konzentration war.
Dies kdnnte dafursprechen, dass bei geringeren PLGA-Konzentrationen die Oberflachen schneller
abgesattigt sind. Im Wirkungsflachendiagramm (Abbildung 5-4 C) ist der kombinierte Einfluss der
beiden Faktoren dreidimensional dargestellt. Die PLGA- und PVA-Konzentration sind auf der x-
und y-Achse angezeigt und die mittlere PartikelgréBe wird durch das dreidimensionale Gitter
dargestellt. Bei geringer PVA- und hoher PLGA-Konzentration entstanden Partikel im Mikrome-
terbereich, wahrend bei hoher PVA-Konzentration, die Partikel fast unabhangig von der PLGA-

Konzentration um die 600 nm groB wurden.

Wahrend der Einfluss der PLGA- und PVA-Konzentration auf den PDI durch den Screeningver-

suchsplan nicht als signifikant erkannt wurde, hatten beide Faktoren bei den gewahlten Stufen
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des Wirkungsflachenversuchsplans einen signifikanten Einfluss auf den PDI. Dies kdnnte an dem
hoher gewahlten Abstand zwischen geringster und hochster Faktorstufe liegen oder an einem
kleineren Rauschen, das durch das Konstanthalten der Gbrigen Variablen geringer geworden war.
Im Wechselwirkungs- und Wirkungsflachendiagramm (Abbildung 5-5 B und C) sieht man, dass
der PDI bei hohen PLGA-Konzentrationen fast unabhangig von der PVA-Konzentration bei ca. 0,3
lag. Ebenso war der PDI bei geringen Stabilisatorkonzentrationen konstant zwischen 0,3 und 0,4.
Beides spricht dafiir, dass in diesen Féllen das komplette PVA zur Stabilisierung der Emulsion
genutzt wurde. Bei hoher werdenden PVA- und geringer werdenden PLGA-Konzentrationen sank
der PDI auf unter 0,15 stark ab. Dieser Effekt ist vor allem interessant, wenn er mit dem Effekt
dieser beiden Faktoren auf die mittlere PartikelgréBe verglichen wird (Abbildung 5-4 C), denn bei
gleicher Anderung der Faktoren sank die mittlere PartikelgroBe schneller ab, blieb dann aber
konstant. Der Zusatz von PVA oder die Verringerung von PLGA fiihrte dann zu einem geringeren

PDI bei gleichbleibender PartikelgroBe.
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Abbildung 5-5. Einfluss der PLGA- und PVA-Konzentration auf den PDI, dargestellt als Hauptet-
fekt- (A), Wechselwirkungs- (B) und Wirkungsfldchendiagramm (C)

Wie bereits im Screening-Versuchsplan waren die Beladungseffizienz und der Proteingehalt Giber-
wiegend von der PLGA-Konzentration abhangig (Tabelle 5-9). Da keine Interaktionen zwischen

den zwei Faktoren erkannt wurden, sind die Linien in den Wirkungsflachendiagrammen der
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Beladungseffizienz parallel. Es gibt eine leichte Krimmung bei der Abhangigkeit des Proteinge-

halts von der PLGA-Konzentration (Abbildung 5-7). Bei hohen PLGA-Konzentrationen sank der

Proteingehalt nicht weiter. Da mehr PLGA die Gesamtmasse der Nanopartikel erhdht, musste die

Proteinmasse im Vergleich zu Gesamtmasse (=Proteingehalt: Formel 4-4) sinken. Ein Abnehmen

dieses Effektes bei besonders hohen PLGA-Konzentrationen erscheint daher erst einmal nicht

plausibel und sollte mit Vorsicht betrachtet werden. Das Modell lieferte jedoch keinen Hinweis,

diese Krimmung auszuschlie3en, weshalb sie weiterhin im Modell verblieb.

A c(PVA) c(PLGA)

23
N /

Mittelwert von Beladungseffizienz
no
N

2 4 6 860 75 90

105

120

Beladungsefizienz

C(PLGA)

Abbildung 5-6: Einfluss der PLGA- und PVA-Konzentration auf die Beladungseffizienz, dargestellt

als Haupteffekt- (A) und Wirkungsfidchendiagramm (B)
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Abbildung 5-7: Einfluss der PLGA- und PVA-Konzentration auf den Proteingehalt dargestellt als

Haupteftekt- (A) und Wirkungsfiachendiagramm (B)
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5.14.4 Herstellung und Charakterisierung der finalen Chargen
Die Ergebnisse des Wirkungsflachenversuchsplans bzw. der Versuchsraum definieren, welche Par-

tikelgréBen und Proteingehalte produziert werden kénnen.

Aufgrund dieser Ergebnisse hatte ich mich entschieden, folgende drei Produkte mittels Ultra-

Turrax® herzustellen:

e UT(500;4,5) mit einer ZielpartikelgréBe von 500 nm und einer Proteinbeladung von 4,5 %
e UT(700;4,5) mit einer ZielpartikelgroBe von 700 nm und einer Proteinbeladung von 4,5 %

e UT(700;3,5) mit einer ZielpartikelgroBe von 700 nm und einer Proteinbeladung von 3,5 %

Die Versuchspunkte UT(500;4,5) und UT(700;4,5) ergaben sich aus dem Qualitatszielproduktprofil
der PLGA-Nanopartikel (Tabelle 5-1). Um die Prozessparameter fur diese zwei Versuchspunkte zu
berechnen, wurde die ZielgréBenoptimierung von Minitab® auf eine PartikelgroBe von 500 nm
bzw. 700 nm und einen Proteingehalt von 4,5 % eingestellt. Bei dem Versuchspunkt UT(700;3,5)
handelt es sich um ein zusatzliches Produkt, bei dem nicht der Proteingehalt optimiert wurde,
sondern die GroBe auf 700 nm, die Beladungseffizienz auf maximal und der PDI auf minimal fest-
gelegt wurde. Die entsprechenden Herstellungsparameter aller drei Versuchspunkte wurden in

Tabelle 5-10 zusammengefasst.

Tabelle 5-10: ZielgréBe der mittleren PartikelgréBBe (D7) und des Proteingehalts (PG) sowie Her-

stellungsparameter der finalen Chargen, hergestellt mittels Rotor-Stator-Homogenisator (Ultra

Turrax®)
ZielgroBe Parameter
Versuchs-
ounkt D, PG c(OVA) c(PLGA) v(W/O) tW/O) c(PVA) v (W/O) t(W/O/W)
[nm] %] [%] [%] [upm] [s] [%] [upm] [s]
UT(500;4,5) | 500 4,5 3,94 6,69 20500 68 714 13500 150
UT(700;3,5) 700 3,5 3,94 11,7 20500 68 6,7 13500 150
UT(700;4,5) 700 4,5 3,94 6,17 20500 68 3,44 13500 150

Im Anschluss wurde jeder Versuchspunkt dreimal hergestellt und jede Charge analysiert. Die Er-
gebnisse der Versuchspunkte wurden als Mittelwerte und Standardabweichungen der drei Char-
gen in Abbildung 5-8 dargestellt. Zusatzlich wurden der berechnete Erwartungswert und das

95 %-Konfidenzintervall eingezeichnet.
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Abbildung 5-8: Erwartungswert inklusive 95 %-Konfidenzintervall sowie Mittelwert der tatséchli-
chen Chargen fir die mittlere PartikelgrdBe (A), PDI (B), Beladungseffizienz (C) und Proteingehalt
(D) der finalen Versuchspunkte, hergestellt mittels Ultra-Turrax®, n = 3, Fehlerbalken = SD

Die Mittelwerte der mittleren PartikelgroBe und des Proteingehalts der Chargen UT(500;4,5),
UT(700;4,5) und UT(700;3,5) lagen innerhalb des 95 %-KI. Beim PDI waren die Mittelwerte jeweils
kleiner als der Erwartungswert und lagen alle unter 0,3, wodurch sie den Anforderungen an das
Zielprodukt gerecht wurden. Die Chargen des Versuchspunktes UT(500;4,5) hatten zusatzlich eine
hohe Standardabweichung. Der mittlere PDI des Versuchspunkts UT(700;4,5) lag deutlich auBer-
halb des 95 %-KI. Wie durch ein R%(prog) von 38,61 % zu erwarten war, war die Vorhersage des
PDI durch das berechnete Modell kaum mdglich. Insgesamt kann festgestellt werden, dass eine

gezielte Herstellung der Partikel mit den gewtinschten Eigenschaften weitestgehend moglich war.
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5.1.5 Herstellung mittels Ultraschallhomogenisator

Nachdem die erste Herstellungsvariante, bei der der Ultra Turrax® zum Homogenisieren einge-
setzt wurde, zur Herstellung groBerer Nanopartikel mit mittleren PartikelgréBen ab 500 nm und
Proteingehalten bis knapp 5 % geeignet war, soll nun eine zweite Variante genutzt werden, um

kleinere Partikel bzw. Partikel mit hoheren Beladungen zu generieren.

Der Ultraschallhomogenisator bietet im Vergleich zu dem verwendeten Ultra-Turrax® zwei groBe
Vorteile. Zum einen ist die Amplitude im Gegensatz zur Rihrgeschwindigkeit des Ultra-Turraxes®
stufenlos verstellbar und zum anderen ist die Sonotrode des Homogenisators leichter und

schneller zu reinigen, was das Risiko fur Verschleppungen von Wirkstoff und Hilfsstoffen reduziert.

5.1.5.1 Identifikation und Evaluation der Prozessparameter
Wie bereits bei der Herstellung mittels Ultra-Turrax® soll fur die zweite Prozessvariante zuerst

identifiziert werden, welche Variablen moglicherweise das Produkt beeinflussen.

Dazu soll anhand eines Ursachen-Wirkungs-Diagramms und durch Beobachtung der Vorversu-
che eine moglichst vollstandige Sammlung der Prozessvariablen entstehen. Da nur das Homoge-
nisierungsequipment ausgetauscht wurde, kénnen bei dem bereits bestehenden Ishikawa-Dia-
gramm (Abbildung 5-2) die Prozessvariablen der W/O- und W/O/W-Emulsionen angepasst wer-

den. Die daraus resultierende Ursachen-Wirkungs-Beziehung ist in Abbildung 5-9 dargestellt.

Im Anschluss wurde evaluiert, ob bei der Homogenisierung mittels Ultraschalles die Amplitude
(A) und die Beschallungsdauer (t) in die praktischen Versuche aufgenommen werden sollen. Daftir
wurde beurteilt, ob sie potenziell geeignet sind, um die CQA zu steuern. Um geeignet zu sein,
sollten die Variablen potenziell einen groBen Einfluss auf die CQA haben. Zuséatzlich sollten sie
reproduzierbar und stufenlos ohne groBen Aufwand einstellbar sein, was sowohl auf die
Amplitude als auch auf die Beschallungsdauer zutrifft, weshalb beide Variablen in die praktischen

Versuche einbezogen wurden.
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Abbildung 5-9: Ishikawa (Fischgréten)-Diagramm zum Sammeln der potenziellen Einflusstaktoren (Ursachen) fir die CQA (Wirkung)
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5.1.5.2 Identifikation der signifikanten Prozessparameter mittels definitivem Screening Ver-
suchsplan
Wie bereits bei der Optimierung der Ultra-Turrax® -Herstellungsmethode wurden die ausgewahl-
ten Parameter mittels Screening Versuchsplan untersucht, um die Parameter zu identifizieren, die
den groBten Einfluss haben. Durch die Vorversuche konnte bereits erkannt werden, dass die Ho-
mogenisierung mittels Ultraschall zu kleineren Partikeln fuhrte. Da sich die Amplitude stufenlos
verstellen lasst, konnte sie als quantitativer Faktor untersucht werden. Die Faktorstufen wurden so
gewahlt, dass sie einen weiten Bereich abdecken, aber nicht zu sehr von den Vorversuchen ab-

weichen (Tabelle 5-11).

Tabelle 5-11: Parametereinstellung des definitiver Screening Versuchsplan zur Untersuchung der

Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultraschallhomogenisa-

tor

Parameter Tief Mittel Hoch

c (OVA) [%] 2 4 6

¢ (PLGA) [%] 2 4 6

Amplitude (W/O) [%] 15 25 35

Homogenisierungsdauer (W/O) [s] 20 40 60

c (PVA) [%] 1 3 5

Amplitude (W/O/W) [%] 15 25 35

Homogenisierungsdauer (W/O/W) [s] 20 40 60

Die Nanopartikel wurden nach vorgegebener Reihenfolge hergestellt und analysiert (Tabelle
5-12). Insgesamt sind sehr kleine Partikel in einem GréBenbereich von 153,3 nm bis 319,2 nm ent-
standen. Alle hergestellten Produkte wiesen mit einem PDI von unter 0,3 (0,104 bis 0,283) eine
enge PartikelgroBenverteilung auf. Der Proteingehalt variierte von 6,99 % bis 35,34 %. Die Bela-
dung der Nanopartikel mit Ovalbumin war mit einer Beladungseffizienz von 36,39 % bis 70,23 %
hoch im Vergleich zur Herstellung mittels Ultra-Turrax® und deutlich héher als das Ziel von 50 %.
Beim Betrachten der Einzelwerte war keiner aufféllig, so dass das Modell ausgewertet werden

konnte.
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Tabelle 5-12: Parametereinstellungen und Ergebnisse der ZielgréBen des definitiven Screening Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode
von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultraschallhomogenisator

Parameter ZielgroBe
S O Lo AWIOL 0y SOV AMIOMD CWOM) oy by gy e
1 2 4 35 20 1 35 60 153,3 0,108 70,23 12,32
2 2 2 35 60 5 25 20 295,0 0,167 67,12 21,17
3 6 6 15 20 1 25 60 176,8 0,110 43,21 14,74
4 6 6 35 60 1 15 40 217,6 0,143 58,77 19,03
5 4 2 15 20 1 15 20 263,2 0,283 36,39 22,55
6 2 6 15 60 1 35 20 310,1 0,22 67,62 8,27
7 6 2 15 60 3 35 60 175,3 0,159 40,65 32,78
8 4 6 35 60 5 35 60 193,5 0,104 69,06 15,55
9 2 2 15 20 5 35 40 155,2 0,136 48,88 16,35
10 2 6 35 20 3 15 20 285,5 0,25 65,05 7,98
1 2 2 25 60 1 15 60 173,5 0,123 53,82 17,71
12 6 6 25 20 5 35 20 2432 0,179 49,63 16,56
13 4 4 25 40 3 25 40 189,2 0,152 62,57 20,02
14 6 4 15 60 5 15 20 319,2 0,276 50,93 23,40
15 2 6 15 40 5 15 60 179,2 0,120 56,35 6,99
16 6 2 35 20 5 15 60 192,8 0,146 37,45 31,00
17 6 2 35 40 1 35 20 2371 0,242 45,55 35,34
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Jede Antwortvariable des Versuchsplans wurde analysiert und die wichtigsten Kennzahlen in Ta-
belle 5-13 zusammengefasst. Die Regressionsgleichungen fur alle Antwortvariablen wurden be-

rechnet (Formel 5-10 bis Formel 5-13).

Tabelle 5-13: P-Werte der Parameter fir die jeweiligen Antwortvariablen und Modellzusammen-
fassung des definitiven Screening Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode von
OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultraschallhomogenisator nach Rickwértselimina-

tion, o fdr Ausschluss = 0.7

Antwort
Variable Dz PDI LE PG
Parameter
c (OVA) nicht signifikant  nicht signifikant <0,001 <0,001
¢ (PLGA) nicht signifikant  nicht signifikant <0,001 <0,001
A (W/0) nicht signifikant  nicht signifikant 0,001 0,021
t (W/0) 0,051 nicht signifikant 0,005 0,027
c (PVA) nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
A (W/O/W) nicht signifikant  nicht signifikant 0,070 nicht signifikant
t (W/O/W) <0,001 <0,001 nicht signifikant  nicht signifikant
p-Wert des Modells <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
S 26,9 nm 0,034 4,38 % 1,75 %
R2 [%)] 79,48 69,26 89,82 96,70
R2(prog) [%] 70,83 60,19 79,88 93,32
Dz = 291,8 + 0,765 t(W/O) - 2,532 t(W/O/W) Formel 5-10
PDI = 0,2784 - 0,002668 t(W/O/W) Formel 5-11
LE = 31,22 - 3,675 c(OVA) + 2,851 c(PLGA) + 0,494 A(W/O) + 0,2040 t(W/O) Formel 5-12
+ 0,235 A(W/O/W)
PG = 14,31 + 2,931 c(OVA) - 3,135 c(PLGA) + 0,1236 A(W/O) + 0,0586 t(W/O) Formel 5-13

Alle Modelle hatten einen p-Wert kleiner 0,05, woraus geschlussfolgert werden konnte, dass jedes
Modell die Streuungen der jeweiligen Antwortvariablen erklarte. Zudem war kein R%(prog) um
mehr als 20 Prozentpunkte kleiner als das entsprechende R2. Dies zeigt an, dass die Modelle nicht
Uberangepasst waren. Die Haupteffektdiagramme fur alle Effekte sind in Abbildung 5-10 darge-

stellt.
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Abbildung 5-10: Haupteffektdiagramme fir die mittlere PartikelgréBe (A), PDI (B), Beladungseffi-
zienz (C) und Proteingehalt (D) des definitiven Screening Versuchsplan zur Untersuchung der
Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultraschallhomogenisa-
tor; nicht im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt
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Die mittlere PartikelgroBe (Dz) war zum gréften Teil von der Homogenisierungsdauer der Dop-
pelemulsion abhangig. Je langer homogenisiert wurde, desto kleiner wurden die Partikel (Abbil-
dung 5-10 A). Dieser Effekt lasst sich durch die bei der Homogenisierung eingetragene Energie
erklaren. Diese kumuliert Uber den Zeitraum der Homogenisierung. Dadurch wird bei langerer
Homogenisierung mehr Energie ins System eingebracht. Dabei handelt es sich teilweise um ther-
mische Energie, aber auch um mechanische Energie, die durch Kavitation und Scherkréfte zur
Zerkleinerung der Emulsionstrépfchen beitragt. Bei langerer Homogenisierungsdauer werden die
groBeren Tropfchen haufiger aufgebrochen und es entstehen kleinere Tropfchen, aus denen nach

der L6sungsmittelevaporation wiederum kleinere Partikel entstehen.

Die Amplitude wahrend der Doppelemulsion hat keinen signifikanten Effekt auf die Partikelgroi3e.
Esist jedoch ein leichter Trend zu erkennen, dass bei héherer Amplitude kleine Partikel entstehen.
Eine héhere Amplitude fihrt zu einer intensiveren Kavitation im Medium und damit zu gréBeren
Kavitationsbldschen. Kollabieren diese, erzeugt dies groBere Scherkréfte, was wiederum zu klei-
neren Tropfchen fuhrt [112]. Das dieser Effekt nicht signifikant ist, deutet auf einen schwachen

Einfluss hin.

Wurde die W/O-Emulsion langere Zeit homogenisiert, zeigte sich eine Zunahme der Partikel-
groBe. Eine mogliche Erklarung dafur kdnnte eine zunehmende Viskositat der W/O-Emulsion sein,
die evtl. bei langerer Homogenisierungsdauer entsteht. Je viskoser die W/O-Emulsion ist, desto
mehr Energie musste aufgewendet werden, um aus der inneren Emulsion wieder einzelne Trépf-

chen zu generieren.

Der PDI war bei diesem Modell ausschlieBlich von der Homogenisierungsdauer der Doppelemul-
sion abhangig. Beim Betrachten der Einzelwerte des PDI und der mittleren Partikelgréfe kdnnte
der Eindruck entstehen, dass der PDI viel mehr mit der mittleren PartikelgroBe korreliert als mit
den Prozessparametern. Um dies besser erfassen zu kénnen, wurde der PDI gegen die Partikel-
groBe aufgetragen (Abbildung 5-11). Das daraus resultierende R2 von 0,65 deutet eine gewisse
Korrelation zwischen PartikelgréBe und PDI an, es werden jedoch mehr Datenpunkte flr eine ein-

deutigere Aussage bendtigt.
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Abbildung 5-11: PDI in Abhdngigkeit von der PartikelgrolBe, Daten aus Herstellung der PLGA-Na-
nopartikel mittels Doppelemulsions-Ldsungsmittelevaporationsmethode hergestellt mit Ultra-

schallhomogenisator (Absatz 5.1.5.2)

Der Proteingehalt und die Beladungseffizienz waren signifikant von vier Parametern der inneren
Phase, der OVA- und PLGA-Konzentration, der Amplitude und der Homogenisierungsdauer, ab-
hangig. Beide ZielgroBen werden sehr gut durch das Modell dargestellt und zukinftige Bela-
dungseffizienzen und Proteingehalte kdnnen sehr gut vorhergesagt werden. Eine Erhdhung der
Ovalbuminkonzentration fihrte zu einem hoheren absoluten Ovalbumingehalt im Produkt.
Gleichzeitig sank jedoch der Anteil des verkapselten Proteins, was zu einer reduzierten Beladungs-
effizienz fuhrte. Der Proteingehalt sinkt bei Einsatz von gréBeren PLGA Mengen, da er in Relation
zur PLGA-Masse steht. Die Beladungseffizienz hingegen stieg vermutlich an, da mehr Polymer-
material zur Verfigung stand, um die innere Phase effizient zu umschlieBen. Dadurch kénnten
stabilere Kapselhullen entstanden sein, die ein Austreten des Proteins wahrend des Prozesses

verringerten.

Zudem fallt beim ersten Betrachten der Modellzusammenfassung auf, dass die PVA-Konzentra-
tion keinen signifikanten Einfluss auf eine der Antwortvariablen, insbesondere der Partikelgréie,
hatte. Dies kdnnte darauf zurlckzufuhren sein, dass bereits bei der geringsten gewahlten Kon-
zentration eine ausreichende Stabilisierung der Tropfchen erreicht wurde und hohere PVA-Kon-
zentrationen keinen weiteren stabilisierenden Effekt mehr hatten. Moglicherweise wurden aber
auch die Effekte der Stabilisatorkonzentration von anderen Effekten oder dem Rauschen Gberla-

gert. Bei der Ultra-Turrax-Methode hatte die Stabilisator-Konzentration einen signifikanten
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Einfluss auf die mittlere PartikelgréBe und konnte daher genutzt werden, um die Antwortvariable
zu steuern. Dies ist bei einer Herstellung mittels Ultraschall innerhalb der gewahlten Faktorstufen

nicht maglich.

Analog zur Optimierung der Ultra-Turrax®-Methode soll im nachsten Schritt ein Wirkungsfla-
chenversuchsplan durchgefiihrt werden, um eine Feinjustierung der ZielgréBen zu erméglichen.
Dafir soll mit den Parametern weitergearbeitet werden, die den gréBten Einfluss auf die Zielgro-
Ben haben. Zudem wurde bei der Auswahl darauf geachtet, dass sich mittlere PartikelgréBe und
Proteingehalt moglichst unabhangig voneinander einstellen lassen. Um den Proteingehalt zu
steuern, ohne die mittlere PartikelgroBe zu beeinflussen, kénnen jeweils die OVA- und PLGA-
Konzentration variiert werden. Fur die Einstellung der mittleren Partikelgrée wurde die Homo-
genisierungsdauer der Doppelemulsion gewahlt, die im Screening Design keinen signifikanten

Einfluss auf den Proteingehalt zeigte.

5.1.5.3  Uberprifung des Modells des Screening-Versuchsplans

Bevor im nachsten Schritt der Prozess mittels Wirkungsflachenversuchsplan weiter untersucht und
optimiert wird, ist es sinnvoll, die Ergebnisse des Screening-Versuchsplans durch drei Chargen
eines Versuchspunkten zu Uberpriufen. Dieser Schritt hilft dabei, die Faktorstufen und die Variab-
len, die nicht variiert werden, festzulegen. Dafur wurde die ZielgroBenoptimierung von Minitab®
(Abbildung 5-12) genutzt, aus der sich eine OVA- und PLGA-Konzentration von jeweils 4 % erge-
ben. Die Amplitude soll fir beide Homogenisierungsschritte auf 25 % eingestellt werden, mit ei-
ner Homogenisierungsdauer von 40 s fir die erste Emulgierung und 50 s fur die zweite. Die PVA-

Konzentration wurde analog zu den Vorversuchen auf 5 % festgelegt.
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Abbildung 5-12: ZielgréBenoptimierung von Minitab® fiirs Uberpriifen des Screening-Versuchs-

plans bei der Herstellung mittels Ultraschalles

In Tabelle 5-14 sind die Erwartungswerte mit Konfidenzintervallen dargestellt sowie die Ergebnisse
der Herstellung mit den genannten Einstellungen. Die Ergebnisse der PartikelgroBe und des Pro-
teingehalts wichen nur minimal vom Erwartungswert ab und lagen innerhalb des 95 %-Konfiden-

zintervalls. Der PDI war etwas geringer als vorhergesagt und die LE war etwas hoher.

Tabelle 5-14: Prognose und Konfidenzintervall (K1) fir eingestellte Parameter aus dem definitiven
Screening und Ergebnisse als Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) der Herstellung,
n=23

Antwort Variable Erwartungswert 95 %-Kl Ergebnis (MW + SD)
mittlere PartikelgroBe [nm] 195,8 179,8 ; 211,9 193,0 £ 11,1
PDI 0,145 0,125 ; 0,165 0,113 + 0,016
Beladungseffizienz [%] 54,31 51,97 ; 56,65 57,18 + 4,49
Proteingehalt [%] 18,93 18,00 ; 19,86 18,60 + 1,18
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5154  Weitere Optimierung mittels Wirkungsflachenversuchsplan

Mittels zentral zusammengesetzten Versuchsplan sollen Wirkungsflachen fur alle ZielgréBen er-
stellt werden. Da zwei Faktoren Einfluss auf den Proteingehalt und ein Faktor Einfluss auf die
mittlere PartikelgréBe haben, besteht die Moglichkeit, dass beide ZielgréBen unabhéngig vonei-
nander einstellbar sind. Zusatzlich soll fur die PartikelgréBe und den Proteingehalt ein weiter Be-
reich abgedeckt werden. Daher wurden die Faktorstufen mit einem groBen Abstand gewahlt, aber
nicht so stark variiert, dass das Funktionieren der Methode geféhrdet ist. Die OVA- und PLGA-
Konzentration wurden zwischen 1 % und 7 % variiert (Tabelle 5-15). Es wurde eine maximale Ho-
mogenisierungsdauer von 70 s gewahlt und eine minimale von 10 s, da bei kirzerer Homogeni-
sierungsdauer keine ausreichende Durchmischung stattfand. Alle konstanten Prozessparameter

wurden analog zu Abschnitt 5.1.5.4 gewahlt.

Tabelle 5-15: Parametereinstellung des zentral zusammengesetzten Versuchsplans zur Untersu-
chung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultraschallho-

mogenisator
Parameter -a’ Tief Mittel Hoch +a’
c (OVA) [%] 1 2 4 6 7
¢ (PLGA) [%] 1 2 4 6 7
t (W/O/W) [s] 10 20 40 60 70

Die Nanopartikelsuspensionen wurden nach Plan hergestellt, analysiert und die Ergebnisse in Ta-
belle 5-16 zusammengefasst. Es wurden PLGA-Partikel mit einer mittleren PartikelgroBe von

201,3 nm bis 423,5 nm generiert (Tabelle 5-16).

71



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fur

Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

Tabelle 5-16: Einstellungen und Ergebnisse des zentral-zusammengesetzten Versuchsplans zur
Untersuchung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen PLGA-Nanopartikeln mittels Ultra-

schallhomogenisator

Probe Parameter
c (OVA) [%] ¢ (PLGA) [%] t(W/O/W) [s]
1 2 2 20
2 4 4 10
3 4 4 70
4 1 4 40
5 4 4 40
6 4 4 40
7 4 4 40
8 6 2 60
9 6 6 60
10 6 6 20
11 4 4 40
12 6 2 20
13 2 6 60
14 4 7 40
15 4 4 40
16 4 4 40
17 7 4 40
18 4 1 40
19 2 2 60
20 2 6 20

Dz [nm]
268,7
423,5
217,4
218,4
245,0
2417
248,4
259,5
241,5
318,2
2417
3311
211,0
242,2
242,2
2331
248,8
2741
201,3
2949

ZielgroBe

PDI LE [%]
0,186 65,28
0,327 63,53
0,117 54,51
0,092 551
0,143 55,90
0,128 55,32
0,124 57,88
0,227 47,30
0,134 57,84
0,176 60,79
0,144 58,43
0,267 50,74
0,132 62,95
0,131 56,28
0,137 57,19
0,124 49,80
0,148 44,01
0,347 49,01
0,157 58,10
0,164 74,26

PG [%]
20,71
20,26
17,90
522
18,27
18,12
18,80
36,21
18,79
19,56
18,94
37,84
7,74
1,40
18,62
16,61
23,55
43,95
18,86
9,01

Der Mittelwert der sechs Zentralpunkte des Wirkungsflachenversuchsplans betrug 242 nm, wah-

rend die Prognose des Screening-Versuchsplans 221 nm + 14 nm fur die entsprechenden Einstel-

lungen war. Damit waren die Partikel gréBer als durch das Screening vorhergesagt. Ob diese

Abweichung an den Daten des Screening- oder Wirkungsflachen-Versuchsplans liegt, kann zu

diesem Zeitpunkt nicht unterschieden werden, die Reproduzierbarkeit wird aber zu einem spate-

ren Zeitpunkt getestet. Der Proteingehalt deckte einen groBBen Bereich zwischen 5,22 % und

43,95 % ab und die Beladungseffizienz lag zwischen 44,01 % und 74,26 %. Der Versuchsplan

wurde fur alle vier Antwortvariablen analysiert und die wichtigsten Kennzahlen Tabelle 5-17 in
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zusammengefasst. Fur jede ZielgroBe wurden die Regressionsgleichungen berechnet (Formel

5-14 bis Formel 5-17).

Tabelle 5-17: P-Werte der linearen und quadratischen Terme und Wechselwirkungen fir die je-
weiligen Antwortvariablen sowie Modellzusammentassung nach Rickwértselimination, a fiir Aus-

schluss = 0,7

Antwort
Variable Dz PDI LE PG
Parameter
c (OVA) 0,004 0,083 <0,001 <0,001
c (PLGA) nicht signifikant 0,001 0,004 <0,001
t (W/O/W) <0,001 0,005 0,010 nicht signifikant
c (OVA) * ¢ (OVA) nicht signifikant nicht signifikant  nicht signifikant 0,012
c (PLGA) * c (PLGA) nicht signifikant 0,009 nicht signifikant <0,001
tt(\(/\\//\;/ngX//\)/)* <0,001 0,029 0,012 nicht signifikant
c (OVA) * ¢ (PLGA) nicht signifikant nicht signifikant  nicht signifikant 0,031
p-Wert des Modells <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
S 18,8 0,039 3,71 % 1,90 %
R2 [%] 88,39 76,67 76,91 97,14
R2(prog) [%] 72,97 21,47 55,86 90,62
Dz = 425,9 + 8,80 c(OVA) - 8,57 t(WOW) + 0,0767 t(WOW) - t(WOW) Formel 5-14
PDI = 0,5154 + 0,01031 c(OVA) - 0,0960 c(PLGA) - 0,00777 t(WOW) Formel 5-15
+ 0,00925 c(PLGA) - c¢(PLGA) + 0,000074 t(WOW) - t(WOW)
LE = 76,41 - 2,423 c(OVA) + 1,813 c(PLGA) - 0,812 t(WOW) + 0,00823 t(WOW) - Formel 5-16
t(WOW)
PG = = 25,81 + 8,36 c(OVA) - 11,09 c(PLGA) - 0,426 c(OVA)*c(OVA) Formel 5-17

+ 1,051 c(PLGA)*c(PLGA) - 0,403 c(OVA)*c(PLGA)

Die p-Werte der Modelle waren unter 0,05 und hatten eine geringe Standardabweichung (Tabelle

5-17). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Modelle die Daten gut beschreiben.

Fur die mittlere PartikelgréRe war die Homogenisierungsdauer der Doppelemulsion weiterhin der
wichtigste Einflussfaktor. Durch den Wirkungsflachenversuchsplan wurde eine Krimmung dieses
Zusammenhangs sichtbar. Zwischen 50 und 60 Sekunden sank die PartikelgroBe nicht weiter.
Zudem wurde sichtbar, dass im untersuchten Bereich die OVA-Konzentration einen Einfluss hatte.

Im Haupteffekt- und Wirkungsflachendiagramm (Abbildung 5-13) kann man erkennen, dass
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dieser Einfluss im Verhéltnis zur Homogenisierungsdauer relativ gering war. Das R?(prog) von

72,97 %, zeigt an, dass zuklnftige Ergebnisse gut vorhergesagt werden kénnen.
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Abbildung 5-13: Einfluss der OVA- und PLGA-Konzentration und Homogenisierungsdauer auf die
mittlere PartikelgrdBe, dargestellt als Haupteffekt- (A) und Wirkungsfidchendiagramm (B); nicht
im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt

Im untersuchten Bereich hatten alle Faktoren einen signifikanten Einfluss auf den PDI. Der Einfluss
der PLGA-Konzentration und der Homogenisierungsdauer wiesen eine Krimmung auf. Bei hdhe-
ren Konzentrationen bzw. langer Homogenisierung stieg der PDI wieder an (Abbildung 5-14). Der
Unterschied zwischen R2 und R2(prog) von mehr als 20 Prozentpunkten weist auf eine Uberan-
passung des Modells hin. Eine genaue Vorhersage von zukunftigen PDI ist daher mit diesem Mo-

dell nicht moglich.
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HWOW)
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Abbildung 5-14: Einfluss der OVA- und PLGA-Konzentration und Homogenisierungsdauer auf
den PDI, dargestellt als Haupteffekt- (A) und Wirkungsfldchendiagramm (B)

Auch die Beladungseffizienz wies einen Unterschied zwischen R? und R2(prog) von uber 20 %-
Punkten auf. Daher ist die Vorhersage zukunftiger Beladungseffizienzen mit Vorsicht zu betrach-

ten. Wie bereits im Screening-Versuchsplan gezeigt, hatten die OVA- und PLGA-Konzentration
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den groBten Einfluss auf die Beladungseffizienz. Im untersuchten Bereich zeigte sich, dass auch

t(W/O/W) einen Einfluss hat und dieser eine gewisse Krimmung aufweist (Abbildung 5-15).

A c(OVA) cPLGA) HWOW) B

3
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{WOW) 40
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Beladungseffinzienz

50
6

40 c(PLGA)

N\

Mittelwert von Beladungseffinzienz
% 3

c(OVA)

Abbildung 5-15: Einfluss der OVA- und PLGA-Konzentration und Homogenisierungsdauer auf die
Beladungseffizienz, dargestellt als Haupteffekt- (A) und Wirkungsfidchendiagramm (B)

Das Modell des Proteingehalts hatte ein R?(prog) von 90,62 % (Tabelle 5-17); zukinftige Ergeb-
nisse lassen sich daher sehr gut vorhersagen. Die Homogenisierungsdauer hatte im Gegensatz
zu den Ubrigen Parametern keinen signifikanten Einfluss auf den Proteingehalt. Im Wechselwir-
kungsdiagramm (Abbildung 5-16 B) erkennt man, dass die signifikante Wechselwirkung zwischen
der OVA- und PLGA-Konzentration gering war. Mit steigender PLGA-Konzentration nimmt der
Anstieg des Proteingehalts in Abhdngigkeit von der OVA-Konzentration ab (Abbildung 5-16 B).
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Abbildung 5-16: Einfluss der OVA- und PLGA-Konzentration und Homogenisierungsdauer auf
den Proteingehalt dargestellt als Haupteffekt- (A), Wechselwirkungs- (B) und Wirkungsfiachen-

diagramm (C); nicht im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt

5.1.5.5 Herstellung und Charakterisierung der finalen Chargen

Durch den Versuchsraum des zentral zusammengesetzten Versuchsplans der Ultraschallhomo-
genisator-Variante ist definiert, welche Partikeleigenschaften durch die Modelle in der Theorie
generiert werden kénnen. Mit der ZielgréBenoptimierung von Minitab® kdnnen die minimalen
und maximalen ZielgréBen berechnet werden sowie die dazugehdrigen Parameterkombinatio-
nen. Der geringste im Modell enthaltene Proteingehalt, der mit einer OVA-Konzentration von 1 %
und einer PLGA-Konzentration von 5,5 % hergestellt werden kann, betrug 2,33 % und der héchste
betrug 50,6 %, hergestellt mit 7 % OVA und 1 % PLGA. Die minimale mittlere PartikelgréBe betrug
159,3 nm, hergestellt mit 1 % OVA und 56 s Homogenisierungsdauer. Durch 10 s Homogenisieren

entstehen bei 7 % Ovalbumin Partikel mit einer GréRe von 409 nm.

Da die OVA-Konzentration sowohl die mittlere PartikelgréBe als auch den Proteingehalt beein-
flusst, besteht eine gegenseitige Abhangigkeit dieser ZielgroBen. Daher ist es nicht mdaglich,
gleichzeitig die gesamte Bandbreite an PartikelgroBen und Proteingehalten unabhéngig vonei-

nander zu erzielen. Die in der Theorie moglichen Ergebnisse decken jedoch einen weiten Bereich
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ab. Die Ultraschallhomogenisator-Variante eignet sich also, um Partikel mit einer kleinen mittleren

PartikelgroBe herzustellen. Ich hatte mich dazu entschieden, mit einer PartikelgréBe von 250 nm

den unteren Bereich des Qualitatszielproduktprofils abzudecken. Fir Partikel dieser GroBe kann

der Proteingehalt zwischen 2,5 % und knapp 50 % variiert werden. Ich hatte mich dazu entschie-

den, Partikel mit einer Proteinbeladung von 4,5 %, 20 % und 40 % mittels Ultraschallhomogeni-

sator herzustellen. Zusatzlich wurde noch ein Versuchspunkt hergestellt mit hohem Proteingehalt

und 300 nm groBen Partikeln. Die entsprechenden Parameterkombinationen wurden mittels Ziel-

gréBenoptimierung berechnet und in Tabelle 5-18 zusammengefasst. Die Mittelwerte und Stan-

dardabweichung aller ZielgréBen, der in dreifacher Ausfiihrung hergestellten Versuchspunkte,

sind in Abbildung 5-17 dargestellt sowie der Erwartungswert und das 95 %-Konfidenzintervall.

Tabelle 5-18: ZielgroRe der mittleren PartikelgréBBe (Dz) und des Proteingehalts (PG) sowie Her-
stellungsparameter der finalen Chargen, hergestellt mittels Ultraschallhomogenisator

Versuchs-
punkt

US(250;4,5)
US(250;20)
US(250;40)
US(300;40)

ZielgroBe

. PG
[nm]  [%]
250 45
250 20
250 40
300 40

c (OVA)
[%]
1,02
1,16
6,99
6,99

¢ (PLGA)

[%]
4,07
1,49
1,98
1,98
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A (W/O)
[%]
35
35
35

35

Parameter
t (W/0)
[s]
60

60
60
60

c (PVA)
(%]
5

5
5
5

A (W/O)
[%]
35
35
35

35

t (W/O/W)
[s]
29

29
51
29
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=SD

Die mittleren PartikelgréBen lieBen sich zielsicher herstellen und die Mittelwerte wichen nur mi-
nimal von den Erwartungswerten ab. Die Proteingehalte lagen auch innerhalb der Konfidenzin-
tervalle, jedoch war der Proteingehalt des Versuchspunktes US(250;4,5) mit einem Mittelwert von
7,62 % deutlich hoher als der Erwartungswert. Der Proteingehalt des Versuchspunktes US(250;20)

wich mit einem mittleren Proteingehalt von 17,35 % leicht vom Zielwert ab.

Fur alle Chargen war der PDI geringer als erwartet und lag deutlich unter 0,3. Daher kann von
einer geringen PartikelgroBenverteilung ausgegangen werden. Die Beladungseffizienzen lagen
jeweils Uber dem erwarteten Wert. Beide ZielgroBen hatten ein kleines R?(prog), weshalb eine

schlechte Vorhersage dieser ZielgréBen nicht verwunderlich ist.
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5.1.6 Herstellung mittels Rotor-Stator-Homogenisator und Ultraschallhomogenisator

Mittels der betrachteten Parametereinstellungen der Ultra Turrax® -Methode konnten Partikel in
einem GroBenbereich ab 400 nm und bis zu Gber 1000 nm hergestellt werden. Die Proteinbela-
dung war dabei jedoch gering. Dagegen lieBen sich durch Ultraschall-Homogenisation die Na-
nopartikel gut mit Protein beladen, was zu Proteingehalten bis zu 44 % fihrte. Doch selbst bei
geringer Amplitude und kurzer Beschallungsdauer lieBen sich keine Partikel herstellen, die im
Mittel gréBer als 409 nm waren. Dementsprechend lieBen sich mit keiner der beiden optimierten
Methoden und ausgewahlten Faktorstufen Partikel mit einer mittleren GréBe von 500 nm und
20 % bzw. 40 % Proteingehalt herstellen. Das gleiche gilt fur Partikel mit einer mittleren GroBe

von 700 nm und 20 % bzw. 40 % Proteingehalt.

Durch die Screening-Versuchsplane konnte die Erkenntnis gewonnen werden, dass Proteingehalt
und PartikelgréBe von unterschiedlichen Parametern abhangig sind und damit weitestgehend
unabhangig voneinander eingestellt werden kénnen. Der Proteingehalt wird maBgeblich durch
die OVA-Konzentration, die PLGA-Konzentration beeinflusst. Die PartikelgréBe wird bei der Ultra
Turrax®-Variante durch die PLGA- Konzentration und die PVA-Konzentration beeinflusst. Bei
beide Homogenisierungsmethoden ist das Homogenisieren der inneren Phasen (W/O) maBgeb-
lich fir den Proteingehalt verantwortlich und das Homogenisieren der Doppelemulsion (W/O/W)
beeinflusst die PartikelgroBe. Daher liegt die Vermutung nahe, dass man mit einer Kombination
aus beiden Homogenisierungsmethoden auch groBe Partikel mit hoher Proteinbeladung herstel-
len kann. Um das zu erreichen, wirde man den Ultraschallhomogenisator zur Herstellung der

inneren Emulsion nutzen und mittels Ultra-Turrax® die Doppelemulsion herstellen.

Da diese Parameterkombination auBerhalb des bisher betrachteten Versuchsraumes liegt, ware
zur statistischen Vorhersage der genannten ZielgroBen ein weitere Versuchsplan nétig. Da jedoch
bereits viele Korrelationen aus den bereits vorhandenen Versuchsplanen bekannt und die Ziel-
groBen getrennt voneinander einstellbar sind, wird im Folgenden untersucht, inwieweit sich Pa-
rametereinstellungen, die aus Kombinationen der Versuchsplane und den daraus ermittelten Re-
gressionsgleichungen berechnet werden, als zielfihrend erweisen. Die so ermittelten Parameter-
einstellungen durfen nicht mit einem genau berechneten Optimum verwechselt werden, da ohne
weiteren statistischen Versuchsplan, der genau diesen Versuchsaufbau umfasst, nicht vorherge-

sagt werden kann, wie sich das Emulgieren mittels Ultra Turrax® und Ultraschallhomogenisator
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gegenseitig beeinflussten. Diese Abschatzung kann ein Anhaltspunkt fir weitere Versuche dar-
stellen oder als theoretischer Vorversuch fur weitere statistische Versuchsplane dienen. Zum Be-
rechnen der zwei ZielgréBen sind jeweils die Formeln aus den Screening-Versuchsplanen (Formel
5-2 fur die mittlere PartikelgroBe und Formel 5-13 fir den Proteingehalt) und den Wirkungsfla-
chenversuchspléanen (Formel 5-6 fur die mittlere PartikelgroBe und Formel 5-17 fur den Protein-
gehalt) geeignet. Daher gibt es mehrere Méglichkeiten, die zur Berechnung der Parameterein-
stellung fur die Versuchspunkte US_UT(500;20), US_UT(500;40), US_UT(700;20) und
US_UT(700;40) genutzt werden kdnnen.

Im Folgenden mdchte ich gerne drei dieser Moglichkeiten (Variante 1 bis 3) vorstellen, die ich
genutzt habe, um die Partikeleigenschaften den gewiinschten ZielgréBen anzunahern. Far Vari-
ante 1 und 2 wurden die Formeln der Screening-Versuchsplane genutzt. Bei der ersten Variante
wurden die bereits verwendeten Umdrehungsgeschwindigkeiten des Ultra-Turrax® bericksich-
tigt. Bei der zweiten Variante wurde eine noch nicht verwendete Ruhrgeschwindigkeit genutzt
und die anderen Parameter dementsprechend angepasst. Bei der dritten Variante wurden die
Formeln aus den Wirkungsflachenversuchsplanen verwendet, um eine optimale Parameterkom-

bination zu finden.

Fur alle Rechenvarianten mussen Einstellungen fur c (OVA), ¢ (PLGA), A (W/0), t (W/O), c (PVA),
v (W/O/W) und t (W/O/W) festgelegt werden. Diese sollen mdglichst innerhalb des Bereiches lie-
gen, der bereits in dem entsprechenden Versuchsplan untersucht wurde. Nachdem alle Parame-

ter festgelegt wurden, wurde je eine Charge pro Versuchspunkt und Rechenvariante hergestellt.

5161 Variante 1

Fur diese Rechenvariante wurde die mittlere PartikelgréBe mit der Formel aus dem Ultra-Turrax® -
Screening-Versuchsplan (Formel 5-2) und der Proteingehalt mit der Formel des Ultraschall-Scree-
ning-Versuchsplans (Formel 5-13) berechnet. Es wurden die Formeln der Screening-Designs ge-
wahlt, da bei diesen mehr Freiheitsgerade existieren als bei den Wirkungsflachenversuchsplanen,

da dort bereits mehrere Parameter festgelegt wurden.

Um Parameterkombinationen zu finden, die 500 nm bzw. 700 nm groB3e Partikel generieren,
wurde die PVA-Konzentration fur eine Rihrgeschwindigkeit von 8000 upm und 13500 upm und

eine PLGA-Konzentration von 2 % und 3 % mit Formel 5-2 berechnet (Tabelle 5-19 und Tabelle
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5-20). Da es sich bei der Rihrgeschwindigkeit um einen qualitativen Faktor handelt, wird far

8000 upm -1in die Formel eingesetzt und fur 13500 upm +1.

Tabelle 5-19: PVA-Konzentration fir eine mittlere PartikelgréBe von 500 nm, berechnet aus For-
mel 5-2 fiir die Kombinationen aus einer Rihrgeschwindigkeit von 8000 upm und 13500 upm mit
einer PLGA-Konzentration von 2 % und 3 %, fett markiert sind die PVA-Konzentrationen, die sich

innerhalb des Versuchsraumes befinden

c(PVA) fur 500 nm c(PLGA) =2 % c(PLGA) =3 %
v(W/O/W) = 8000 upm (-1) 5,10 % 5,52 %
v(W/O/W) = 13500 upm (+1) 2,76 % 317 %

Tabelle 5-20: PVA-Konzentration fir eine mittlere PartikelgréBe von 700 nm, berechnet aus For-
mel 5-2 fir die Kombinationen aus einer Rihrgeschwindigkeit von 8000 upm und 13500 upm mit
einer PLGA-Konzentration von 2 % und 3 %, als fett markiert sind die PVA-Konzentrationen, die

sich innerhalb des Versuchsraumes befinden

c(PVA) far 700 nm c(PLGA) =2 % c(PLGA) =3 %
v(W/O/W) = 8000 upm (-1) 4,69 % 51 %
v(W/O/W) = 13500 upm (+1) 2,35 % 2,76 %

Da eine PVA-Konzentration Uber 5 % auBerhalb des Versuchsraums des Screening-Designs liegt,
habe ich mich entschieden, eine Ruhrgeschwindigkeit von 13500 upm zur Herstellung der 500 nm

und 700 nm groBen Partikel zu verwenden.

Im nachsten Schritt sollen die Parametereinstellungen fur den Proteingehalt berechnet werden.
Da A(W/O) und t(W/O) eine geringe Steigung aufweisen, also nur einen geringen Einfluss auf den
Proteingehalt haben, wurden diese entsprechend Abschnitt 5.1.5.3 festgelegt und die anderen
Parameter mit diesen festgelegten Werten berechnet. Die Amplitude wurde auf 35 % eingestellt
und die Homogenisierungsdauer auf 60 s. Die OVA-Konzentration wurde fur eine PLGA-Konzent-

ration von 2 % und 3 % und fur einen Proteingehalt von 20 % und 40 % berechnet (Tabelle 5-21).

Tabelle 5-21: OVA-Konzentration fiir einen Proteingehalt (PG) von 20 % und 40 % berechnet aus
Formel 5-13 mit einer PLGA-Konzentration von 2 % und 3 %, fett markiert sind die PVA-Konzent-

rationen, die sich innerhalb des Versuchsraumes befinden

c(OVA) C(PLGA) =2 % c(PLGA) =3 %
fur 20 % PG 1.4 % 2,5%
fur 40 % PG 83 % 93 %
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Fur einen Proteingehalt von 20 % wurde eine PLGA-Konzentration von 3 % gewahlt, da somit alle

Parameter innerhalb der getesteten Grenzen liegen. Fur einen Proteingehalt von 40 % liegen

beide OVA-Konzentrationen auBerhalb dieser Grenzen, weshalb ich mich fur die kleineren Kon-

zentrationen von 2 % PLGA und 8,3 % OVA entschieden habe. Alle Parameterkombinationen fir

die vier Versuchspunkte befinden sich in Tabelle 5-22.

Tabelle 5-22: Parameterkombinationen zur Herstellung der berechneten Versuchspunkte nach

Variante 1
ZielgroBe
Versuchs-
punkt D. PG
[nm]  [%]
US_ uT
(500;20)! >00 20
US_ uT
(500;40)I 00 40
USs_ uT
(700;20) 70020
US_ uT
(700;40)! YAl

c (OVA)
(%]

2,5

8,3

2,5

8,3

c (PLGA) A (W/0O)

(%]

3

82

[%]

35

35

35

35

Parameter

t (W/0)
[s]

60
60
60

60

c (PVA)

[%]

3,17

2,76

2,76

2,35

\

(W/O/W)

[upm]
13500

13500
13500

13500

t

(W/O/W)

[s]
150

150

150

150
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Abbildung 5-18: Ergebnisse der hergestellten Versuchspunkte der mittleren PartikelgréBe (A),
PDI (B), Beladungseffizienz (C) und Proteingehalt (D), inklusive Erwartungswerte, hergestellt durch
Ultra-Turrax® und Ultraschallhomogenisator, berechnet durch Rechenvariante 7:n = 1

Im Anschluss wurden alle drei Versuchspunkte hergestellt, analysiert und die Ergebnisse in Abbil-
dung 5-18 zusammengefasst. Die Vorhersage des Proteingehalts hat sehr gut funktioniert. Keiner
der Ergebnisse weicht um mehr als 10 % vom Erwartungswert ab. Die Vorhersage der mittleren
PartikelgroBe hat fir die Versuchspunkte mit 20 % Proteingehalt gut funktioniert. Die mittlere
PartikelgroBe der Versuchspunkte US_UT(500;40)I und US_UT(700;40)I weicht stark vom Erwar-
tungswert ab. Da eine OVA-Konzentration gewahlt wurde, die deutlich Gber der im Screening

getesteten Konzentration lag, ist dieses Ergebnis nicht Uberraschend.
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5.16.2 Variante 2

Wie in der Rechnung aus dem vorherigen Abschnitt wurden auch an dieser Stelle die Formeln
des Screening-Designs genutzt. Da eine Umdrehungsgeschwindigkeit von 8000 upm sehr hohe
PVA-Konzentrationen erfordert, soll an dieser Stelle geprift werden, ob neben den bereits ver-
wendeten 13500 upm aus Variante 1 auch eine mittlere Ruhrgeschwindigkeit zu den gewiinschten
Qualitdtsmerkmalen fuhrt. Der verwendete Ultra-Turrax® [asst sich zwischen den bereits verwen-
deten Einstellungen zusatzlich noch auf 9500 upm einstellen. Dieser Wert wird jedoch nicht vom
Screening-Design abgedeckt, da die Ruhrgeschwindigkeit dort als qualitativer Faktor analysiert
wurde. Ein grobes Abschatzen der gewinschten Faktoreinstellung zum Annahern der definierten
Qualitdtsmerkmale soll an dieser Stelle dennoch ausprobiert werden. Da ein quantitativer Faktor
mit den Werten -1 (2 8000 upm) und +1 (2 13500 upm) in die Formel eingesetzt wird, musste
zuerst der entsprechende Wert fiir 9500 upm berechnet werden. Auch wenn es in den vorherigen
Versuchen nicht untersucht wurde, wurde hierfir ndherungsweise ein linearer Zusammenhang
angenommen. Daraus ergibt sich ein Wert von -0,45, der einer Umdrehungsgeschwindigkeit von
9500 upm entspricht. Da mit den gleichen PLGA- und PVA-Konzentrationen wie bei der vorheri-
gen Variante gearbeitet wurde, konnte die PVA-Konzentration Gber Formel 5-2 berechnet wer-

den. Die resultierenden Parametereinstellungen sind in Tabelle 5-23 zusammengestellt.

Tabelle 5-23. Parameterkombinationen zur Herstellung der berechneten Versuchspunkte nach

Rechenvariante 2
ZielgroBe Parameter
Versuchs-
punkt D, PG ¢ (OVA) c (PLGA) A (W/O) tW/O) c(PVA) v (W/O) tW/O/W)
[nm]  [%] [%] [%] [%] [s] [%] [upm] [s]
Us_Ut 500 20 2,5 3 35 60 4,88 9500 150
(500;20) Il ' !
UsS_uT
(500:40) I 500 40 8,3 2 35 60 4,46 9500 150
US_ uT
(700:20) | 700 20 2,5 3 35 60 4,46 9500 150
USs_ uT
(700:40) I 700 40 8,3 2 35 60 4,05 9500 150

Fur jede Parameterkombination wurde eine Charge hergestellt, analysiert und die Ergebnisse in

Abbildung 5-19 zusammengefasst.
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Abbildung 5-19: Ergebnisse der hergestellten Versuchspunkte der mittleren PartikelgréBe (A),
PDI (B), Beladungseffizienz (C) und Proteingehalt (D), inklusive Zielwerte, hergestellt durch Ultra-
Turrax® und Ultraschallhomogenisator, berechnet durch Rechenvariante 2, n = 1

Die Zielproteingehalte fir eine Beladung von 20 % wurden gut erreicht. Der Proteingehalt von
US_UT(500;40) Il lag mit einem Wert von 43,48 % knapp innerhalb der 10 % Grenze, wahrend der
Gehalt von US_UT (700;40) Il mit einem Wert von 44,45 % um mehr als 10 % vom Zielwert abwich.
Die mittleren PartikelgréBen sind deutlich groBer als die Zielwerte und kein PDI ist kleiner als die
Zielobergrenze von 0,3. Bei der Berechnung der mittleren PartikelgréBe durch Formel 5-2 wurde
von einem linearen Zusammenhang zwischen Umdrehungsgeschwindigkeit und mittlerer Parti-
kelgréBe ausgegangen, um die Einstellungen der Parameter naherungsweise zu berechnen. Eine

Abweichung vom Zielwert kann darauf hinweisen, dass dieser Zusammenhang nicht linear ist.

85



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fur
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

5.1.6.3 Variante 3

Fur diese Variante wurden die Formeln aus den Wirkungsflachen-Versuchsplanen genutzt, um die
mittlere PartikelgroBe (Formel 5-6) und den Proteingehalt (Formel 5-17) zu berechnen. Da bei
diesen Versuchen bereits die meisten Parameter festgelegt sind, bleiben als Variablen nur noch
die OVA-, PLGA- und PVA-Konzentration tbrig. Angelehnt an die Parameterkombinationen aus
Kapitel 5.1.5.5 wurde die OVA-Konzentration auf 7 % festgelegt, um Partikel mit einem
Zielproteingehalt von 40 % herzustellen. Um Partikel mit einem Zielproteingehalt von 20 %
herzustellen, wurde eine OVA-Konzentration von 4 % gewdhlt. Die errechneten

Parameterkombinationen befinden sich in Tabelle 5-24.

Tabelle 5-24: Parameterkombinationen zur Herstellung der berechneten Versuchspunkte nach

Variante 3
ZielgroBe Parameter
Versuchs-
ounkt |~ Dz PG c(OVA) c(PLGA) A (W/O) t(W/O) c(PVA) v (W/O) t(W/O/W)
[nm] (%] | [%] [%] [%] [s] %] [upm] 5]
US_UT
(500:20)1l 500 20 4 3,67 35 60 5.2 13500 150
US_UT
(500:40)1l 500 40 7 2 35 60 3,76 13500 150
US_UT
(700201l 700 20 4 3,67 35 60 2,52 13500 150
US_UT
(700:40)1l 700 40 7 2 35 60 2,11 13500 150

Die mit diesen Einstellungen hergestellten Partikel wurden analysiert und die Ergebnisse in Abbil-
dung 5-20 zusammenfassend dargestellt. Die Zielproteingehalte wurden wieder gut erreicht, auch
wenn die Abweichung etwas groBer ist als bei der ersten Variante. Die mittlere Partikelgré3e der
hergestellten Chargen ist hoher als vorhergesagt und der PDI aller Chargen, aulBer

US_UT(500;20)1l1, ist Gber 0,3.
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Abbildung 5-20: Ergebnisse der hergestellten Versuchspunkte der mittleren PartikelgroBe (A),
PDI (B), Beladungseffizienz (C) und Proteingehalt (D), inklusive Zielwerte, hergestellt durch Ultra-
Turrax® und Ultraschallhomogenisator, berechnet durch Rechenvariante 3, n = 1

Die Prozessparameter, die durch die Regressionsgleichungen der Wirkungsflachenversuchsplane
berechnet wurden, generierten Produkte, die etwas mehr von den definierten Qualitatsmerkma-
len abwichen als die durch Variante 1 hergestellten Partikel. Auch wenn der Zielproteingehalt gut
erreicht wurde, zeigte sich aufgrund der groBen Abweichungen der PartikelgréBen und des ho-
hen PDI, dass auch durch diese Variante nicht die gewlnschten, definierten Partikel generieren
konnte. Um mittels Kombination der zwei Homogenisierungsverfahren die Zieleigenschaften zu
erreichen, ist eine eigenstandige Prozessoptimierung unabdingbar. Offensichtlich beeinflusst das
Homogenisieren der inneren Phase mittels Ultraschalls, die PartikelgroBe deutlich mehr, als es der

Fall ist, wenn die innere Phase mittels Ultra-Turrax® hergestellt wird.
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5.1.7 Weitere Untersuchungen der PLGA-Nanopartikel

Nachdem der Herstellungsprozess der Nanopartikel bzw. der Nanosuspension analysiert und so
angepasst wurde, dass Nanopartikel mit definierten Eigenschaften zielsicher hergestellt werden
konnten, sollten nun die restlichen Elemente des Qualitatszielproduktprofils, das in Kapitel 5.1.1
definiert wurde, untersucht werden. Diese Elemente des QTTP beziehen sich auf die Eigenschaften
des stabilisierten Endproduktes, bei dem es sich um eine getrocknete Nanopartikelsuspension
handelt. Die frisch hergestellten Nanopartikel mussten dementsprechend zuerst, wie in Kapitel 4.1
beschrieben, aufgereinigt und gefriergetrocknet werden. Dies wurde nicht mit allen hergestellten
Partikelarten gemacht, sondern beispielhaft am Versuchspunkt ,UT(700;4,5)" aus Kapitel 5.1.5.5

gezeigt.

Um sicherzugehen, dass das Gefriertrocknen die kritischen Eigenschaften der Nanopartikel nicht
verandert hatte, wurde zuerst die Redispergierbarkeit bestimmt. Daftir wurden die mittlere Parti-
kelgréBe und der PDI vor und nach dem Gefriertrocknen gemessen und verglichen. Zudem wur-

den die Partikel direkt nach der Herstellung, also vor dem Aufreinigen, vermessen.

Im QTTP ist beschrieben, dass das trockene Produkt Gber mindestens 30 Tage im Kuhlschrank
physikalisch stabil sein soll. Als Qualitatsmerkmale wurden die mittlere PartikelgréBe, der PDI, das
Zeta-Potential und die Gesamtproteinmenge definiert, die zu bestimmten Zeitpunkten gemessen

und mit dem Ausgangswert verglichen wurde.

Fur die Wirkstofffreisetzung wurde als Ziel definiert, dass die Wirkstoffmenge, die innerhalb der
ersten 24 h freigesetzt wird, geringer als 10 % bzw. optimal unter 5 % sein soll. Zudem soll das

Freisetzungsprofil bestimmt werden.

5.1.7.1  Redispergierbarkeit

Um die Redispergierbarkeit zu bestimmen, wurde zu dem gefriergetrockneten Produkt, das aus
1 ml Suspension hergestellt wurde, 1 ml Milli-Q® -Wasser gegeben und geschuttelt. Die mittlere
PartikelgroBe und der PDI der entstandenen Nanopartikelsuspension wurden im Zetasizer ver-
messen (Abbildung 5-21). Fur beide GréBen konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich
zur frisch hergestellten Suspension festgestellt werden. Die durchschnittliche mittlere Partikel-
groéBe war mit 696,2 nm sehr nah an dem Zielwert von 700 nm. Auch wenn die Standardabwei-

chung etwas angestiegen war, wich keiner der Einzelwerte um mehr als 10 % vom Zielwert ab.
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Der PDI blieb auch nach dem Gefriertrocknen unter 0,3. Da sowohl der PDI als auch die mittlere
PartikelgroBe unverandert geblieben sind, kann davon ausgegangen werden, dass sich das Pro-

dukt vollstandig redispergieren lieB.

Nach der Aufreinigung (beschrieben in Kapitel 4.1.3) stieg der PDI signifikant auf 0,336 an, wah-
rend die PartikelgroBe leicht auf 644,5 nm sank. Bei der Aufreinigung wurde neben Ovalbumin
auch Stabilisator entfernt. Die Entfernung von Stabilisator kann zur Agglomeration von Partikeln
fihren, wodurch sich dann der PDI erhéhen wirde. Falls es zu einer Agglomeration gekommen
ware, hatte sich auch die mittlere PartikelgroBe erhoht, was hier jedoch nicht beobachtet wurde.
Ein weiterer moglicher Einflussfaktor ist der Wechsel des Dispersionsmediums im Zuge der Auf-
reinigung. Dieser kann den gemessenen hydrodynamischen Durchmesser beeinflussen, auch
wenn der geometrische Durchmesser der Partikel unverandert bleibt. Der hydrodynamische
Durchmesser wird unter anderem durch Wechselwirkungen zwischen Partikeln und Medium be-
einflusst. Anderungen der lonenstérke oder des pH-Wertes des Mediums beeinflussen die elekt-
rische Doppelschicht und somit den hydrodynamischen Durchmesser der Partikel. Zusatzlich be-
einflusst eine mogliche verdnderte Viskositat des Mediums die Teilchenbewegung. Dies hatte wie-
derum Einfluss auf die Auswertung der Messdaten, ohne dass sich der hydrodynamische Durch-
messer andert. Eine gleichzeitige Uberlagerung der Effekte von Agglomeration und Medienwech-

sel ist zwar unwahrscheinlich, kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5-21: mittlere PartikelgrdlBe (A) und PDI (B) des Versuchspunktes UT(700:4,5) gemes-
sen direkt nach der Herstellung, nach der Aufreinigung und nach dem Gefriertrocknen (GT),
n = 3, Fehlerbalken = SD, * = Signifikanzniveau <0,05
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5.1.7.2  Stabilitat

Um die Stabilitdt zu bestimmen, wurde jede Charge auf mehrere Gefale aufgeteilt, gefrierge-
trocknet und bis zum Verwenden im Kihlschrank gelagert. Direkt nach dem Gefriertrocknen, nach
30 Tagen und nach 90 Tagen wurden je drei Aliquote pro Charge redispergiert und vermessen
(Abbildung 5-22). Die mittlere Partikelgrée, der PDI und das Zeta-Potential blieben tGber 90 Tage
hinweg unverandert. Der Proteingehalt, der je Aliquot bei 1000 pg liegen soll, ist Gber den Zeit-
raum leicht angestiegen. Es fallt auf, dass dieser direkt nach dem Gefriertrocknen leicht unterhalb
des Zielwertes lag. Es ist unwahrscheinlich, dass der Proteingehalt tatsachlich Uber den Messzeit-
raum angestiegen ist. Mdglicherweise handelt es sich dabei um ein Artefakt, das durch die Pro-
benreihenfolge wahrend des Aliquotierens entstanden ist. Die Proben zur Stabilitdtsanalytik wur-
den in der Reihenfolge entnommen, in der sie abgeftillt wurden. Wenn es wahrend des Abfillens
zu Sedimentation der Nanopartikel gekommen ist, dann wiirden die Proben, die spater abgefillt
wurden, mehr sedimentierte Partikel und damit mehr Protein enthalten. Die Chargen, die fur die
Freisetzungsuntersuchungen genutzt wurden, wurden als eine Portion gefriergetrocknet. Dort
gab es keinen Hinweis auf ein Ansteigen des Proteingehaltes Uber den Lagerungszeitraum. Diese

Proben hatten einen Proteingehalt von 100,3+3,2 pg/ml bei einem Zielwert von 100 pg/ml.
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Abbildung 5-22: Mittlere PartikelgrolBe (A), PDI (B), Zeta-Potential(C) und Ovalbumingehalt (D)
des Versuchspunktes UT(700/4,5) gemessen direkt nach dem Gefriertrocknen (Tag 0), nach 30
Tagen und nach 90 Tagen, n = 3, Fehlerbalken = SD, * = Signifikanzniveau <0,05

Uber den Zeitraum von 30 Tagen, der im QTTP definiert wurde, konnten keine Unterschiede im
Produkt festgestellt werden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das Produkt im Kuhl-
schrank fur mindestens 30 Tage physikalisch stabil ist. Die physikalische Stabilitat ist auch tber
einen langeren Zeitraum von 90 Tagen gegeben. Der Proteingehalt sollte fir jede redispergierte

Probe Uberpriift werden, um sicherzustellen, dass die definierte Proteinmenge enthalten ist.

5.1.7.3  Wirkstofffreisetzung

Die Freisetzung des verkapselten Ovalbumins wurde Uber einen Zeitraum von acht Wochen be-
stimmt. Die Proben mit einem Zielwert von 15 mg OVA wurden in je 150 ml Puffer dispergiert. Zu
Beginn und Ende der Freisetzung wurde die Gesamt-OVA-Konzentration bestimmt, die sich von
100,3+3,2 pug/ml auf 98,7+3,8 ug/ml nicht signifikant veranderte (p = 0,616) und weniger als 2 %

vom Zielwert abwich.
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Direkt nach dem Redispergieren waren bereits 3,25+0,78 % des Wirkstoffes freigesetzt und nach
24 Stunden waren es 3,65+0,07 % (Abbildung 5-23). Damit liegt die initiale Freisetzung unter den
geforderten 5 %. Da auch nach 24 Stunden weniger als 5 % des Ovalbumins freigesetzt wurden,
kann davon ausgegangen werden, dass das Protein gut durch die PLGA-Hidlle geschitzt ist und

das Potential hat, fast vollstandig in die Zielzelle zu gelangen.
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Abbildung 5-23. In vitro Freisetzung von Ovalbumin aus PLGA-NP, hergestellt mittels Parameter
des Versuchspunktes UT(700/4,5), Beobachtungszeitraum von acht Wochen, n = 3, Fehlerbal-
ken = SD und linearer Regression des Mittelwertes (Lin. Reg. MW)

Da nach acht Wochen erst 36,0+3,1 % des Ovalbumins freigesetzt waren, wurde kein vollstandiges
Freisetzungsprofil (bis 100 %) erstellt. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes ist die Freisetzung
linear mit einem R? von 0,969+0,030. Obwohl PLGA in vivo hydrolytisch abgebaut wird [113], ist
diese Freisetzungsmethode keine genaue Vorhersage fir eine in vivo Freisetzung, da nur mit
einem pH-Wert von 7,4 gearbeitet wurde. Nach Aufnahme der Partikel in Makrophagen oder
dendritische Zellen kdnnen die Partikel ins Lysosom gelangen, wo ein pH-Wert zwischen 4,5 bis
funf herrscht [114]. Fir einen Vergleich der einzelnen Chargen untereinander ist die Freisetzung

jedoch gut geeignet.

Die Freisetzungsprofile der drei Chargen haben einen sehr dhnlichen Verlauf und weisen einen
Ahnlichkeitsfaktor von 77,1 fir die Chargen 1und 2, 75,1 fiir die Chargen 1und 3 und 76,7 fiir die
Chargen 2 und 3 auf (Abbildung 5-23). Dementsprechend sind die Chargen untereinander aqui-
valent [115].

92



Ergebnisse und Diskussion

5.1.7.4  Partikelvisualisierung

Auch wenn die Partikelform nicht in den QTTP definiert ist, wurde die Charge im Rahmen der
weiteren Untersuchungen zusatzlich visuell betrachtet. Daflr wurden von der aufgereinigten Na-
nopartikelsuspension wie in Kapitel 0 beschrieben REM-Aufnahmen gemacht. In Abbildung 5-24
erkennt man gut die runden PLGA-Partikel, die eine gewisse GroBenverteilung aufweisen. Die
REM-Ausnahme bestatigt die Ergebnisse der mittleren PartikelgréBe und des PDI, die mittels Ze-

tasizer erzeugt wurden.

Abbildung 5-24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Versuchspunktes UT(700:4,5)
nach Aufreinigung, 10000-fache VergréBerung, mit Gold beschichtet vermessen beri einer Ar-

beitsspannung von 10 kV, Balken 2 8 um
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5.1.8 Auswertung PLGA-Nanopartikel-Herstellung

In diesem Kapitel wurden zwei Herstellvarianten untersucht, mit denen ovalbuminhaltige PLGA-
Nanopartikel hergestellt wurden. Mit der Variante, bei der der Ultra-Turrax® eingesetzt wurde,
konnten Partikel mit einer mittleren PartikelgréBe ab ca. 400 nm und bis zu Gber 1000 nm herge-
stellt werden. Bei der Variante, bei der mittels Ultraschalles homogenisiert wurde, entstanden Par-
tikel mit einer mittleren GroBe zwischen ungeféhr 150 nm und knapp tber 400 nm. Durch den
Einsatz von zwei verschiedenen Homogenisatoren kénnen dementsprechend Partikel mit mittle-
ren PartikelgréBen zwischen 150 nm und 1000 nm generiert werden. Dies entspricht anndhernd
dem kompletten GroBenbereich pharmazeutisch genutzter nanopartikularer Trager. Die herge-
stellten Partikel kdnnen aufgrund ihrer GréBBe unterschiedliche Einsatzgebiete haben, da sie un-
terschiedliche Zellen und Gewebe erreichen und potenziell verschiedene physiologische Barrieren
Uberwinden kénnen. Wenn Partikel mit Proteingehalten tber 4,5 % hergestellt werden sollen, ist
die Ultraschallhomogenisator-Variante zu bevorzugen, durch die die Partikel mit Gber 40 % Pro-
tein beladen werden konnten. Die PartikelgroBenverteilung, bewertet mittels PDI, erwies sich als
nicht kontrollierbar und nur in wenigen Fallen vorhersagbar. Durch die meisten Parameterkom-
binationen entstanden Partikel mit einem PDI kleiner 0,3, was im Allgemeinen als enge Partikel-

groBenverteilung bezeichnet wird.

Die Einflussfaktoren, die in den Screening-Versuchsplanen groBe Effekte erzielt haben und zu-
satzlich gut einstellbar waren, wurden in Wirkungsflachenversuchsplanen genauer untersucht und
im Anschluss dazu genutzt Partikel mit vorher definierten Eigenschaften herzustellen. Bei der Her-
stellung mittels Ultra-Turrax® lagen alle ZielgréBen der optimierten Parameterkombinationen in-
nerhalb ihres 95 %-Konfidenzinterwalls. Bei der Ultraschallhomogenisator-Variante lagen PDI und
Beladungseffizienz auBerhalb dieser Grenzen. Da fur beide ZielgréRen das R(prog) gering war,

konnte nicht von einer guten Vorhersagbarkeit ausgegangen werden.

Sowohl bei der Herstellungsmethode mittels Ultra-Turrax® als auch der mittels Ultraschall fihrten
eine hohere OVA-Konzentration und eine geringere PLGA-Konzentration zu hdheren Proteinge-
halten im Produkt. Da sich der Proteingehalt aus der Ovalbuminmasse im Partikel pro Gesamt-
masse berechnet (Formel 4-4) ergibt sich daraus, dass unterhalb der Kapazitatsgrenze mit zuneh-
mender eingesetzter Ovalbuminmenge auch der absolute Proteingehalt in den Partikeln ansteigt.

Fur beide Varianten war der Einfluss dieser zwei Faktoren auf die Beladungseffizienz gegensatzlich
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zu ihrem Einfluss auf den Proteingehalt. Dementsprechend gilt fur beide Varianten, je mehr Pro-
tein eingesetzt wird, desto geringer ist der Anteil, der in den Nanopartikeln verbleibt. Je mehr

PLGA eingesetzt wird, desto mehr Protein kann auch verkapselt werden.

Die Beladungseffizienz und der Proteingehalt wurden bei der Ultra-Turrax®-Variante durch die
Ruhrgeschwindigkeit zur Herstellung der inneren Emulsion positiv beeinflusst und bei der Ultra-
schall-Variante durch die Amplitude und Beschallungszeit der inneren Emulsion. Dementspre-
chend gilt fur beide Methoden, je hdher der Energieeintrag bei der Homogenisierung der zwei
inneren Phasen ist, desto hoher ist die Beladungseffizienz und dementsprechend auch der Pro-
teingehalt. Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass die innere Emulsion mit steigendem Energie-
eintrag an Stabilitdt zunimmt. Diese sind im anschlieBenden Emulgierschritt zur Herstellung der
Doppelemulsion weniger anfallig fur ein mechanisches Aufbrechen. Zudem fuhrt ein hdherer
Energieeintrag wahrend der Herstellung der inneren Emulsion zu feineren Tropfchen der inneren
wassrigen Phase. Wind beim Herstellen der Doppelemulsion ein W/O-Tropfchen, das mehrere
Tropfchen der innersten Phase in sich tragt, zerteilt, wirden dadurch nicht alle dieser innersten
Tropfchen zerstort. Wird ein Tropfchen der innersten Phase im zweiten Homogenisierungsschritt
zerstort, kann das darin enthaltene Protein in die dulBere wassrige Phase diffundieren, was zu einer

Reduktion des Proteingehaltes fuhrt.

Ahnliches lieB sich fir den Einfluss des Energieeintrags bei der Herstellung der Doppelemulsion
auf die mittlere PartikelgréBe beobachten. Bei der Ultra-Turrax®-Variante fihrte eine héhere
Umdrehungsgeschwindigkeit zu kleineren Partikeln und analog fuhrte die Homogenisierungs-
dauer bei der Ultraschall-Variante ebenso zu kleineren Partikeln. Dementsprechend fihrt in bei-
den Féllen ein hoherer Energieeintrag bei der Homogenisierung der Doppelemulsion dazu, dass

Partikel entstanden, die im Mittel eine geringere GroBe aufwiesen.

Nur bei der Homogenisierung mittels Ultra-Turrax® konnte ein signifikanter Einfluss fur die Sta-
bilisator- und PLGA-Konzentration gezeigt werden. Im Rahmen des Wirkungsflachenversuchs-
plans und der im Anschluss hergestellten finalen Partikel konnte zusatzlich gezeigt werden, dass
allein mit diesen zwei Faktoren die PartikelgroRe gesteuert werden kann. Erhoht man die Stabi-
lisatorkonzentration, fuhrt dies oftmals zu kleineren Tropfchen in der Emulsion und dementspre-
chend zu kleineren Partikeln nach der Losungsmittelevaporation. Ist die Polymerkonzentration

hoch, entsteht aus einem Tropfchen ein groReres Partikel als bei einem gleichgroBen Tropfchen

95



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fur
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

mit geringerer Polymerkonzentration. Diese Effekte konnten mit den gewahlten Faktorstufen bei
der Ultraschall-Variante nicht gezeigt werden. Auch wenn es sein kann, dass beide Parameter
einen Effekt haben, der vom Rauschen Uberdeckt wird, sind sie in dieser Versuchsvariante nicht
geeignet, um die PartikelgréBe zu steuern. Wie wichtig es ist, fur jede Methode eine eigene Op-
timierung durchzufuhren, die den entsprechenden Versuchsraum abdeckt, wird anhand dieser

Ergebnisse noch einmal deutlich.

Wenn Partikel mit einer mittleren GréBe Uber 300 nm mit zusatzlich hoher Proteinbeladung her-
gestellt werden sollen, kann eine kombinierte Methode genutzt werden, bei der die innere Phase
mittels Ultraschallhomogenisator und die Doppelemulsion mittels Ultra-Turrax® hergestellt wer-
den. Um gezielt Partikel mit entsprechenden Eigenschaften herzustellen, sollte eine eigene Opti-
mierung erfolgen. Fir ein erstes Abschatzen von geeigneten Faktorstufen erwies sich das Berech-
nen mittels Screening-Regressionsgleichungen als nitzlich. Die Parameterkombinationen, die
mittels Rechenvariante 1 berechnet wurden, konnten bereits gute Ergebnisse fiir den Proteingeh-
alt erzeugen. Die mittlere PartikelgroBe war in allen Fallen hoher als berechnet, wich aber in zwei
Fallen nurum ca. 10 % ab. Das Homogenisieren der inneren Phase hat bei diesem Versuchsaufbau
anscheinend einen Einfluss auf die PartikelgroBe. Dies deckt sich mit den Ergebnissen des Scree-
ning-Versuchsplans der Ultraschall-Variante, bei der eine langere Beschallungszeit der inneren

Phasen zu groBeren Partikeln geflhrt hat.

In Abbildung 5-25 und Abbildung 5-26 wurden die Ergebnisse der neun Chargen, die drei unter-
schiedliche mittlere PartikelgréBen (250 nm; 500 nm und 700 nm) mit je drei unterschiedlichen
Proteingehalten (4,5 %, 20 % und 40 %) aufweisen sollten, noch einmal zusammenfassend dar-
gestellt. Von den Chargen der kombinierten Methode wurden die Chargen gewahlt, die am
nachsten an den Zielwerten lagen. Um alle neuen Kombinationen zielsicher herzustellen, musste
die kombinierte Methode optimiert werden und der Versuchspunkt US(250;4,5) neu berechnet

werden.
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Abbildung 5-25: mittlere PartikelgréSen der neun Versuchspunkte, hergestellt mit den drei ver-
schiedenen Herstellungsmethoden, grauer Balken = Zielwert +10 %, n = 3 und n = 1(s.0.,),
Fehlerbalken = SD
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Abbildung 5-26: Proteingehalt der neun Versuchspunkte, hergestellt mit den drei verschiedenen
Herstellungsmethoden, grauer Balken = Zielwert +10 %, n = 3 und n =1 (s.0.), Fehlerbalken =
SD

Die Anforderungen aus dem Qualitatszielproduktprofil an die Redispergierbarkeit, die Stabilitat

und die Freisetzung wurden von den Chargen UT(700;4,5) erfillt.
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Durch das Untersuchen dieser beide Herstellungsvarianten konnten dhnliche empirische Zusam-
menhange zwischen Prozessparametern und kritischen Qualitdtsmerkmalen gezeigt werden.
Beide Varianten beruhen auf ahnlichen physikalischen Prinzipien, da in beiden Fallen eine Emul-
sion durch Energieeintrag stabilisiert wird. Trotzdem wirkt sich die Art der Homogenisierung deut-
lich auf die resultierende PartikelgréBe und den Proteingehalt aus. Dies ist wahrscheinlich auf die
unterschiedlichen Mechanismen der Energielibertragung zurtickzufihren. Wahrend bei der Ro-
tor-Stator-Homogenisierung (Ultra-Turrax®) die Energie hauptsachlich Gber makroskopische
Scherkrafte eingetragen wird, fuhrt der Ultraschallhomogenisator zusatzlich zu Kavitation. Beim
Kollabieren der Kavitationsblaschen entstehen lokal extrem hohe Driicke und Scherkrafte, die in
diesem AusmaB nicht durch reine mechanische Scherung verursacht werden kénnen. Diese in-
tensiven lokalen Effekte flhren zu einer effektiven Zerkleinerung der Trépfchen und somit zu

kleineren Partikeln und einer effizienteren Proteinverkapselung.

5.1.9 Fazit der PLGA-Nanopartikel Entwicklung

Die Entwicklung der ovalbuminhaltigen PLGA-Nanopartikel basierte auf einem definierten Quali-
tatszielproduktprofil. Um dieses QTPP zu erreichen, erwies sich die Anwendung von statistischen
Versuchsplanen als vorteilhaft, da diese es als empirische Modelle erméglichen, den Effekt ein-
zelner Faktoren zu erkennen. Ein Nachteil dieses Vorgehens ist, dass ein kausaler Zusammenhang
nicht nachgewiesen werden kann. In vielen Fallen lasst sich ein kausaler Zusammenhang jedoch
herleiten. Fir den Fall, dass sich die Zusammenhange nicht durch bekannte physikalische Prinzi-
pien erklaren l3sst, liefern die Erkenntnisse aus statistischen Versuchspldnen dennoch eine Viel-
zahl neuer Hypothesen, die in weiteren Versuchen widerlegt oder bestatigt werden kénnen. Be-
sonders nutzlich sind statistische Versuchsplane bei der Optimierung von Produkten. Bei der Op-
timierung der PLGA-Partikel gelang es, die beiden wichtigsten CQA weitgehend unabhangig von-
einander zu steuern, wodurch Partikel hergestellt werden konnten, die sich in ihren Eigenschaften

an den Bedarf anpassen lieBen.
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5.2 Entwicklung von Chitosan-Carboxymethylcellulose-Nanopartikeln mittels io-

nischer Gelierung

Fur die Herstellung von ovalbuminbeladenen Chitosan-Carboxymethylcellulose-Nanopartikeln
wurde die Herstellungsmethode von Heidland adaptiert [85]. Die von Heidland entwickelte Her-
stellungsmethode wurde untersucht und optimiert, sodass Nanopartikel mit vorher definierten

Eigenschaften hergestellt werden kénnen, was in diesem Kapitel erlautert wird.

5.2.1 Ziel der Entwicklung und Definition des Zielproduktes

Ziel der Entwicklung ist es, OVA-beladene Chitosan-CMC-Nanopartikel mit unterschiedlichen Par-
tikelgroBen zwischen 200 und 700 nm, sowie verschiedenen Proteingehalten zwischen 5 % und
30 % herzustellen. Dieser gewahlte PartikelgroBen- und Proteingehaltsbereich soll einen Grofteil
der pharmazeutisch genutzten Nanopartikel abbilden. Zudem sollen die Herstellungsmethode
und ausgewahlte Einflussfaktoren (Prozessparameter) untersucht werden. Das dadurch gewon-
nene Prozessverstandnis soll dabei helfen, in einem spateren Teil dieser Arbeit die verschiedenen

Herstellungsmethoden miteinander vergleichen zu kdnnen.

5.2.2 Auswahl der ZielgréBBen und der zu untersuchenden Prozessparameter

Wie bereits in Kapitel 5.1.2 beschrieben, sind die PartikelgroBe, PartikelgréBenverteilung und der
Proteingehalt die wichtigsten Merkmale von nanopartikuldren Tragern, denn diese Eigenschaften
bestimmen maBgeblich ihre Pharmakokinetik und damit die Wirksamkeit des Produktes. Die mitt-
lere PartikelgréBe und der PDI wurden mittels DLS bestimmt. Der Proteingehalt der Nanopartikel
kann aus der eingesetzten Proteinmenge und der Proteinkonzentration des Uberstandes nach
Abzentrifugieren der Nanopartikel errechnet werden, die mittels BCA-Assay bestimmt wird. Zu-
satzlich wird die Beladungseffizienz nach Formel 4-5 berechnet. Nanosuspensionen, die mittels

ionischer Gelierung hergestellt werden, kdnnen elektrostatisch stabilisiert werden.

Um die Herstellungsmethode genauer zu untersuchen und um die Eigenschaften des Produktes
zu verandern, wurden ausgewahlte Prozessparameter und die Formulierung variiert, die moglich-
erweise einen grolBen Einfluss auf das Endprodukt haben. Das Verdndern der Temperatur der
beiden Losungen sollte einen Einfluss auf die Wechselwirkungshaufigkeit der einzelnen Molekule
haben, da eine héhere Temperatur zu einer gesteigerten Bewegung der Teilchen fihrt, was die

Wahrscheinlichkeit von Kollisionen mit ausreichender Energie erhdht [116]. Dadurch, dass es zu
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mehreren Kollisionen in kurzer Zeit kommt, kdnnen mehrere Keimpartikel entstehen, was zu mehr
aber kleineren Nanopartikeln fihren kann. Es kann aber auch sein, dass groBere porosere Partikel
entstehen. Zudem wird durch die Temperatur das thermodynamische Gleichgewicht beeinflusst.
Ein Erhdhen der Temperatur kann dementsprechend einen Einfluss auf die PartikelgroBe, die Par-
tikelgroBenverteilung und die Proteinbeladung haben und je nach System kann dies zu einer
Verbreiterung der PartikelgréBenverteilung und zu Veranderungen in der Proteinbeladung fih-
ren. Eine Erhohung der Polymerkonzentration, also der Konzentration von Chitosan und CMC
sollte ebenfalls die Wahrscheinlichkeit steigern, dass zwei Molekdile aufeinandertreffen und in
Wechselwirkung treten kdnnen. Erhéht man die Konzentration des Proteins kann sich auch mehr
Protein an der Reaktion beteiligen und so zu einer héheren Beladung fiihren. Da bei der ionischen
Gelierung Partikel aufgrund von ionischen Wechselwirkungen der einzelnen Polymerstrange ent-
stehen, sollte eine Veranderung des pH-Wertes einen grol3en Einfluss auf Reaktionen haben. Je
nach pH-Wert sind die Polymerstrange unterschiedlich stark positiv oder negativ geladen. Auch
eine Erhdhung der Chitosan-Kettenlange kann zu gréBBeren Partikeln fihren, da eine langere Kette

mehr reaktive Stellen hat, mit denen das Gegenion interagieren kann.

5.2.3 Ladung der Polymere in Abhangigkeit zum pH-Wert

Bei der ionischen Gelierung spielt die Ladungsdichte der Polymerstrange eine ausschlaggebende
Rolle. Da beide Polymere funktionelle Gruppen enthalten, die als Saure bzw. Base fungieren, wird
die Menge der positiven und negativen Ladungen der Polymere maBgeblich durch den pH-Wert
der Losung bestimmt. Nur wenn beide Polymere ausreichend geladen sind, kénnen sie in ent-
sprechender Menge an der Reaktion der ionischen Gelierung teilnehmen. Um einschatzen zu
kdnnen, welcher pH-Wert-Bereich fir die Reaktion geeignet ist, wurde ein Vorversuch durchge-
fuhrt. Ziel war es, ein MaB fur die Starke der Ladung in Abhangigkeit von dem pH-Wert zu be-
kommen. Dafir wurden die beiden unterschiedlichen Chitosane (90/20 und 90/200) und das ver-
wendete Na-CMC gel6st und im Anschluss der pH-Wert der Lésungen mit Natriumhydroxid und

Essigsaure eingestellt. Dann wurde das Zeta-Potential mittels Zetasizer bestimmt.

Die Zeta-Potentiale der hergestellten Lésungen sind in Abbildung 5-27 zusammenfassend dar-
gestellt. Chitosan ist nur bis zu einem pH-Wert von ca. 5,5 16slich, weshalb die Bestimmung des
Zeta-Potentials durch diesen pH-Wert limitiert wurde. In Abbildung 5-27 kann man gut erkennen,

dass je hoher der pH-Wert der Losung war, desto geringer war das Zeta-Potential des Chitosans
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bzw. desto weniger Aminogruppen waren positiv geladen. Im Gegensatz dazu steigt die Menge
der negativ geladenen Carboxygruppen der CMC bei steigendem pH-Wert bis zu einem Wert
von sieben an. Bei einem pH-Wert von drei hat sich das Zeta-Potential mit einem Wert von ca. -
8 mV einem neutralen Wert angendhert. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei geringe-
ren pH-Werten nicht mehr viele Ladungen vorhanden sind, die in Wechselwirkung mit dem Chi-

tosan treten konnen.
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Abbildung 5-27: Zeta-Potential von Chitosan 90,20, Chitosan 90,200 und Carboxymethylcellulose
(CM-Cellulose) in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Lésung, n = 3, Fehlerbalken = SD

5.2.4 Identifikation der signifikanten Parameter mittels Screening-Versuchsplan

Durch einen Screening-Versuchsplan kénnen aus einer Auswahl von Parametern diejenigen iden-
tifiziert werden, die einen signifikanten Einfluss auf die ZielgréBen haben. Zudem kann ermittelt
werden, in welche Richtung jeder Parameter eine ZielgroRe beeinflusst. Fir die funf Parameter,
die im praktischen Versuchsteil mittels definitiven Screening-Versuchsplan untersucht werden sol-
len, mussten zuerst die Faktorstufen festgelegt werden (Tabelle 5-25). Um zu verhindern, dass
das Protein denaturiert, wurde die Temperatur nur zwischen 15 °C und 30 °C variiert. Dieser Be-
reich deckt zudem mdogliche Temperaturschwankungen eines Labors ab. Sollte kein Effekt vor-
handen sein, misste die Raumtemperatur nicht regelmaBig Gberprift werden. Da Chitosan nur
bei pH-Werten unter 5,5 16slich ist, wurde ein pH-Wert von finf als obere Grenze gewahlt. Bei

einem pH-Wert unter drei ist die CM-Cellulose kaum noch geladen (Abbildung 5-27) und wirde
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vermutlich nicht in ausreichender Menge an einer Reaktion teilnehmen. Dieser Wert wurde dem-
entsprechend als untere Grenze gewahlt. Die Chitosan-Qualitaten wurden so ausgewahlt, dass
eine hohe und eine niedrige Kettenldnge untersucht wurden. Der Deacetylierungsgrad wurde
nicht variiert, da die Auswahl an verfiigbaren Chitosanen keine gleichzeitige Variation der Ketten-
lange und des Deacetylierungsgrades zulieB3, die sich zudem sinnvoll in einem statistischen Ver-
suchsplan auswerten lieBen. Alle Konzentrationen wurden im Bereich von 0,1 % bis 1,9 % variiert,
was flr diese Reaktionsart ein gangiges Spektrum darstellt. Hohere Konzentrationen flhrten teil-

weise zu Polymerfaden statt zu Partikeln, was moglicherweise an einer zu hohen Viskositat lag.

Tabelle 5-25. Parametereinstellung des definitiven Screening-Versuchsplans zur Untersuchung

der Herstellungsmethode von OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mittels ionischer

Gelierung
Parameter Tief Mittel Hoch
Temperatur [°C] 15 22,5 30
pH 3 4 5
¢ (Chito;CMC) [%] 0,1 1 19
c (OVA) [%] 0,1 1 19
Chitosan-Qualitat 90/20 - 90/200

Fur die gewahlten Parameter und zugehorigen Faktorstufen wurde mittels der Minitab 18 Soft-
ware ein randomisierter definitiver Screening-Versuchsplan erstellt (Tabelle 5-26). Die Nanopar-

tikel-Suspensionen wurden in der vorgegebenen Reihenfolge hergestellt und analysiert.
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Tabelle 5-26: Parametereinstellungen und Ergebnisse der Zielgrollen des definitiven Screening-Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsme-
thode von OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mittels ionischer Gelierung

Parameter ZielgroBe

BT TR (Ch'[t%CMQ comp o DZ [nm] PDI LE %] PG [%)
1 30 5 0,1 0,1 90/200 210,6 0,187 46,67 19,55
2 15 5 0,1 1 90/20 510,9 0,362 5,94 23,63
3 22,5 4 1 1 90/20 290,1 0,118 10,05 5,02
4 22,5 3 0,1 0,1 90/20 161,7 0,258 39,43 17,34
5 30 4 1,9 01 90/20 383,7 0,201 55,56 1,52
6 22,5 4 1 1 90/200 4989 0,264 11,04 5,49
7 15 4 01 1,9 90/200 206,1 0,283 10,30 50,75
8 30 3 1,9 1 90/200 1272,3 0,484 15,22 4,09
9 15 5 1,9 01 90/200 1680,7 0,889 43,89 1,19
10 30 3 01 19 90/20 302,7 0,706 1,37 53,47
1 30 5 1 1,9 90/20 2329 0,104 3,09 2,96
12 22,5 5 1,9 19 90/200 1101,7 0,779 4,36 2,22
13 15 3 1.9 1,9 90/20 5730 0,295 12,91 6,43
14 15 3 1 0,1 90/200 1610,7 0,530 23,97 1,26

103



Anwendung von Quality by Design zur Optimierung von Herstellungsmethoden fur
Polymernanopartikel als Wirkstofftrager

Die hergestellten Partikel wiesen eine mittlere PartikelgréRe zwischen 161 nm und 1680 nm auf
und decken damit den pharmazeutisch genutzten PartikelgroBenbereich zum gréBten Teil ab.
Der PDI schwankte zwischen 0,104 und 0,889, aber nur wenige Werte lagen oberhalb der 0,5-
Grenze, welche auf eine sehr weite PartikelgroBenverteilung hinweist [96]. Der Proteingehalt der
Produkte lag zwischen ca. 1% und 50 % und deckte damit einen sehr breiten und gut nutzbaren

Bereich ab. Die Beladungseffizienz lag zwischen 3 % und 55 %.

Der Screening-Versuchsplan wurde wie beschrieben fir jede Antwortvariable analysiert und die
wichtigsten Kennzahlen wurden in Tabelle 5-27 zusammengefasst. Fur die mittlere Partikelgroie,
die Beladungseffizienz und den Proteingehalt konnten signifikante Modelle mit einem p-Wert
kleiner 0,05 berechnet werden. Fur den PDI konnte kein Modell berechnet werden, da im ausge-
fuhrten Versuchsplan kein Parameter einen Einfluss auf den PDI hatte, der nicht vom Rauschen
Uberdeckt wurde. Wie bereits bei der Herstellung der PLGA-Nanopartikel erweist sich der PDI als

schlecht kontrollierbar.

Tabelle 5-27: P-Werte der Parameter fir die jeweiligen Antwortvariablen und Modellzusammen-
fassung des definitiven Screening-Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode von
OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mittels ionischer Gelierung nach Riickwértselimi-

nation; a fir Ausschiuss = 0,1 ** = ohne Wert da das Modell keine Terme enthélt

Antwort
Variable Dz PDI LE PG
Parameter
Temperatur [°C] nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
pH nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
¢ (Chito;CMCQ) [%] 0,027 nicht signifikant  nicht signifikant 0,001
c (OVA) [%] nicht signifikant  nicht signifikant <0,001 0,052
Chitosan-Qualitat 0,033 nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
p-Wert des Modells 0,009 * <0,001 0,002
S 379,8 nm * 10,29 % 10,8848 &
R2 [%] 57,66 * 68,84 68,17
R%(prog) [%] 32,76 o 58,09 47,08
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Die Haupteffekte fiir die jeweiligen Antwortvariablen sind Abbildung 5-28 dargestellt.
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Abbildung 5-28: Haupteftektdiagramme fir die mittlere Partikelgrole (A), Beladungseffizienz (B)
und Proteingehalt (C) des definitiven Screening-Versuchsplan zur Untersuchung der Herstel-
lungsmethode von OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mittels ionischer Gelierung,

nicht im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt

Die Konzentration der Polymere hatte einen signifikanten Einfluss auf die mittlere PartikelgroBe
(Tabelle 5-27). Je hoher die Polymerkonzentration war, desto gréBer wurden die Partikel (Abbil-
dung 5-28 A). Wenn Chitosan 90-200 eingesetzt wurde, entstanden signifikant groere Partikel
als bei der Verwendung von Chitosan 90-20. Daraus kann man schlieBen, dass kirzere Polymer-

ketten kleinere Partikel bilden und langere Chitosane groBere Partikel bilden.

AusschlieBlich die eingesetzte Ovalbumin-Konzentration hatte einen signifikanten Effekt auf die
Beladungseffizienz. Je hoher die OVA-Konzentration war, desto geringer war der Anteil, der in
den Partikeln verblieben ist. Aufféllig ist, dass eine Verdnderung des pH-Wertes in diesem Ver-

suchssetting keinen signifikanten Einfluss auf die Beladungseffizienz hatte. Alle drei getesteten
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pH-Werte fuhrten im Mittel zu einer Beladungseffizienz von ca. 20 % (Abbildung 5-28 B). Je weiter
der pH-Wert der Losung vom isoelektrischen Punkt (pH 4,7) des Ovalbumin entfernt liegt, desto
mehr geladene Gruppen sollte das Ovalbumin aufweisen [117]. Daher wére die héchste Beladung
bei einem pH-Wert von drei zu erwarten. Da der pH-Wert zusatzlich Einfluss auf die Ladungen
der Polymere hat, kann es sein, dass sich diese Effekte gegenseitig aufheben. Zudem kann der
pH-Wert in diesem komplexen System schwer isoliert betrachtet werden, da das resultierende

Ladungsmuster durch das Zusammenspiel aller beteiligten Komponenten bestimmt wird.

Wie bereits bei den PLGA-Nanopartikeln fihrt eine hohere Konzentration des Proteins zu einem
insgesamt héheren Proteingehalt im Partikel (Abbildung 5-28 C). Wurde hingegen die Konzent-

ration der Polymere erhoht, wurde der Anteil an Protein geringer und der Proteingehalt sank.

Da weder die Temperatur noch der pH-Wert einen signifikanten Einfluss auf eine der ZielgréBen
hatten, waren sie nicht geeignet, um die Eigenschaften der Partikel zu steuern und werden daher
im folgenden Versuchsplan nicht bertcksichtigt. Um die PartikelgréBe und den Proteingehalt un-
abhangig voneinander steuern zu kdnnen, mussten laut Tabelle 5-27 das Variieren des Oval-
bumingehaltes und die Chitosan-Qualitdt ausreichen. Da es sich bei der Chitosan-Art jedoch um
einen qualitativen Faktor handelt, der daher nicht stufenlos einstellbar ist, kann man mit ihm nur
den GroBenbereich vorgeben. Um die PartikelgroBe genau einstellen zu kénnen, sollte die Kon-

zentration von Chitosan und CMC mit im Wirkungsflachen-Versuchsplan bericksichtigt werden.
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5.2.5 Weitere Optimierung mittels Wirkungsflachenversuchsplan

Mit den drei Parametern (Polymerkonzentration, Ovalbumin-Konzentration und Chitosan Quali-
tat), die einen signifikanten Einfluss auf mindestens eine der ZielgréBen hatten, wurde im An-
schluss ein zentral-zusammengesetzter Versuchsplan erstellt. Die Faktorstufen orientieren sich an
den Faktorstufen des Screening-Versuchsplans, da die entstandenen PartikelgréBen und Protein-
gehalte bereits einen passenden Bereich abgedeckt haben. Da die Konzentrationen weder negativ
sein konnen, noch zu nah bei null liegen sollen, wurde a' auf 0,5 festgelegt. Dadurch liegen die
Sternpunkte zwischen den Zentral- und Eckpunkten. Alle gewahlten Faktorstufen sind in Tabelle
5-28 aufgelistet. Der pH-Wert und die Temperatur wurden nicht variiert, da sie im Screening-
Versuchsplan keinen Einfluss auf die ZielgroBen gezeigt haben. Um die Versuchsdurchfiihrung
einfach zu halten, wurde die Temperatur der Losungen nahe der Raumtemperatur auf
22,5 £ 0,5 °C eingestellt. Der pH-Wert der Chitosan-Losung wurde nicht verandert und lag daher

bei einem pH von 3 + 0,1.

Tabelle 5-28: Parametereinstellung des zentral-zusammengesetzten Versuchsplans zur Untersu-
chung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mittels ioni-

scher Gelierung
Parameter -a Tief Mittel Hoch +a
¢ (Chito;CMC) [%] 0,55 0,1 1 19 1,45
¢ (OVA) [%] 0,55 01 1 19 1,45
Chitosan Qualitat - 90/20 - 90/200 -

Durch Ausfihren des Versuchsplans entstanden Partikel mit einer mittleren PartikelgroBe zwi-
schen 34,1 nm und 2096,3 nm und einem PDI zwischen 0,137 und 0,836 (Tabelle 5-29). Bei ge-
nauerem Betrachten der Werte fallt auf, dass nur die kleinsten und gréBten entstandenen Partikel
einen PDI Gber 0,5 haben. Alle Partikel zwischen 96,9 nm und 1234,7 nm wiesen einen PDI gerin-
ger als 0,5 auf. Diese Partikel decken den GroBenbereich von pharmazeutischen nanopartikularen
Tragern von 100 bis 1000 nm komplett ab, ohne eine breite PartikelgroBenverteilung aufzuweisen.

Die Beladungseffizienz betrug maximal 25 % und der Proteingehalt maximal 60 %.
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Tabelle 5-29: Einstellungen und Ergebnisse des zentral-zusammengesetzten Versuchsplans zur
Untersuchung der Herstellungsmethode von OVA-beladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln mit-

tels jonischer Gelierung

Parameter ZielgroBe
Probe | ¢ (Ch|[tcz;]CMC) C ([CCZA) CQhS;)lsifaT D, [ PO LE[%] PG [%]
1 1 1 90/20 282,6 0,161 17,46 8,14
2 1 1 90/20 280,2 0,150 16,95 7,92
3 0,1 0,1 90/200 128,0 0,332 11,81 5,65
4 19 0,1 90/200 2096,3 0,539 13,93 0,37
5 1 1 90/200 600,0 0,327 25,34 11,39
6 1,45 1 90/20 410,1 0,175 19,21 6,30
7 0,55 1 90/200 3304 0,272 17,31 13,77
8 1 1,45 90/200 572,7 0,285 11,07 7,53
9 0,1 0,1 90/20 96,9 0,382 12,27 5,86
10 1 1 90/200 623,3 0,276 9,59 4,64
11 1 0,55 90/20 2943 0,145 17,62 4,69
12 1 1 90/200 616,0 0,292 14,27 6,75
13 19 0,1 90/20 693,3 0,287 1,79 0,05
14 1 1 90/20 2921 0,137 18,01 8,37
15 0,1 1,9 90/20 180,2 0,326 15,46 59,83
16 1 1,45 90/20 2839 0,149 11,34 7,70
17 1 1 90/20 288,0 0,161 14,60 6,89
18 1 1 90/200 620,0 0,302 20,82 9,55
19 1 1 90/200 6349 0,324 14,79 6,98
20 1 0,55 90/200 689,4 0,294 22,52 5,91
21 0,1 1,9 90/200 34,1 0,836 10,02 49,13
22 1 1 90/20 289,6 0,137 14,68 6,93
23 19 1,9 90/20 4446 0,208 9,35 4,53
24 0,55 1 90/20 200,0 0,169 23,29 17,69
25 1,45 1 90/200 965,4 0,374 16,50 5,46
26 19 19 90/200 1234,7 0,449 8,89 4,32
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Der Versuchsplan wurde fur alle Antwortvariablen analysiert und die wichtigsten Kennzahlen in
Tabelle 5-30 zusammengefasst. Auch wenn der p-Wert aller Modelle unter 0,05 liegt, wiesen die
errechneten Modelle fir den PDI und die Beladungseffizienz Mangel auf. Das Modell fir den PDI
ist mit einem R?(prog) von 35,61 % nicht gut fir Vorhersagen zukinftiger Werte geeignet. Die
Beladungseffizienz weist insgesamt ein geringes R? auf. Das bedeutet, ein GrofBteil der Streuung
wird nicht durchs Modell erklart, bzw. die Modellfaktoren hatten einen deutlich geringeren Ein-
fluss auf die Beladungseffizienz als die natdrliche Streuung durch z.B. unkontrollierte Einflussvari-

ablen.

Tabelle 5-30: P-Werte der linearen und quadratischen Terme und Wechselwirkungen fir die je-

weiligen Antwortvariablen sowie Modellzusammentassung nach Riickwértselimination, a fir Aus-

schluss = 01

Antwort
Variable Dz PDI LE PG
Parameter
¢ (Chito,CMCQC) < 0,001 0,085 nicht signifikant < 0,001
c (OVA) < 0,001 0,158 0,171 < 0,001
Chitosan Qualitat < 0,001 0,000 nicht signifikant nicht signifikant
¢ (Chito;,CMCQ) * . L
¢ (Chito:CMO) < 0,001 0,000 nicht signifikant < 0,001
c (OVA) * ¢ (OVA) | nicht signifikant nicht signifikant 0,005 < 0,001
¢ (Chito,CMCQ) * . N
¢ (OVA) < 0,001 0,002 nicht signifikant < 0,001
¢ (Chito;,CMC) * . N . - . N
Chitosan Qualitit < 0,001 nicht signifikant nicht signifikant nicht signifikant
¢ (OVA)* Chitosan 0,001 0,009 nicht signifikant  nicht signifikant
Qualitat
p-Wert des Modells < 0,001 < 0,001 0,006 < 0,001
S 70,75 nm 0,063 3,73 % 3,28 %
R2 [%] 98,01 87,22 36,78 95,02
R2(prog) [%] 81,57 35,61 22,98 90,41
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Die mittlere PartikelgroBe war stark von der Konzentration der Polymere Chitosan und CMC ab-
hangig (Abbildung 5-29 A). Bei hohen Konzentrationen entstanden groBere Partikel, als wenn
geringere Konzentrationen verwendet wurden. Dieser Zusammenhang ist nicht linear und steht
in Wechselwirkung mit den anderen zwei Faktoren. Der Einfluss (die Steigung) der Polymerkon-
zentration ist bei Verwendung des langen Chitosan gréBer, als wenn das kurze Chitosan verwen-
det wurde (Abbildung 5-29 B). Bei hohen OVA-Konzentrationen ist dieser Einfluss geringer als bei

niedrigeren Konzentrationen.
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Abbildung 5-29: Einfluss der untersuchten Parameter auf die mittlere PartikelgréBe (Dz), darge-
stellt als Haupteffektdiagramm (A), Wechselwirkungsdiagramm (B) und Wirkungsfidchendia-
gramme fir Chitosan 90/20 (C1) und Chitosan 90,200 (C2)

Fur den Einfluss der Ovalbumin-Konzentration auf die PartikelgréBe konnte bereits im Screening-
Design ein leichter Trend erkannt werden, der jedoch nicht signifikant war (Abbildung 5-28 A).
Durch die hohere Auflésung des Wirkungsflachenversuchsplans konnte mit der Wahrscheinlich-
keit des Konfidenzniveaus die Signifikanz dieses Effekts sowie von Wechselwirkungen mit der Chi-
tosan-Qualitat und der Polymerkonzentration nachgewiesen werden (Abbildung 5-29 A und B).

Bei Verwendung des kurzkettigen Chitosans verandert die OVA-Konzentration die PartikelgroBe
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kaum, wahrend die Erhéhung der OVA-Konzentration beim Herstellen von NP aus dem langket-
tigen Chitosan zu kleineren Partikeln fuhrt (Abbildung 5-29 B). Die Wechselwirkungen der OVA-
Konzentration mit den anderen beiden Faktoren kénnen ein Hinweis darauf sein, dass das Oval-

bumin durch seine Ladungen in Konkurrenz zu der Reaktion zwischen Chitosan und CMC steht.

Wie bereits im Screening-Design gezeigt, bildete das kurze Chitosan kleinere Partikel und das
langere Chitosan groBere Partikel. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem bereits von Heidland ge-
zeigten Zusammenhang von Chitosan-Kettenldnge und PartikelgréBe, der durch eine OFAT-Ver-
suchsreihe mit Chitosanen mit Viskositaten von 10 mPas, 20 mPas, 50 mPas und 200 mPas gezeigt
wurde [85]. Fur das kurzkettige Chitosan sind die bereits beschriebenen Wechselwirkungen deut-
lich geringer. Bei Verwendung des langkettigen Chitosans kann durch das Variieren der Polymer-

konzentration eine PartikelgréBe von unter 100 nm bis knapp 2000 nm erreicht werden.

Den groBten Einfluss auf den PDI hat die Chitosan-Qualitadt. Nanopartikel aus dem langeren
Chitosan hatten eine breitere PartikelgroBenverteilung als die Partikel, die aus Chitosan 90/20
hergestellt wurden. Mdglicherweise hat das Chitosan 90/200 eine hohe Verteilung der
Kettenlangen der einzelnen Polymereketten, die dann wiederum zu einer hdheren Verteilung der
PartikelgroBe fuhrt. Die mittlere Kettenlange des Chitosans wird stellvertretend durch die
Viskositat einer 1 %-igen Losung angegeben. Einen Hinweis auf die Kettenlangenverteilung liefert

dieser Wert jedoch nicht.

Im Mittel fUhrte eine hdhere OVA-Konzentration zu einer breiteren PartikelgroBenverteilung. Die-
ser Zusammenhang war von der Chitosan-Qualitat und von der Polymerkonzentration abhangig,
weist also zwei Wechselwirkungen auf. In Abbildung 5-30 C1 kann man die Wechselwirkung
zwischen der OVA-Konzentration und der Polymerkonzentration gut erkennen. An der linken
Kante des Diagramms sieht man eine positive Steigung, sprich bei geringer Poylmerkonzentration
fuhrt eine Erhéhung der OVA-Konzentration zu einer Erhéhung des PDI. An der rechten Kante
des Diagramms ist die Steigung negativ. Der Effekt auf den PDI, den die OVA-Konzentration bei
hohen Poylmerkonzentrationen hatte, ist umgekehrt. Moglicherweise ist dieses komplexe
Zusammenspiel der verschiedenen Einflussfaktoren der Grund, warum sich der PDI fir zukinftige
Herstellungen schwer vorhersagen lasst. In allen Fallen wiesen Partikel, die bei einer 1 %-igen

Poylmerkonzentration hergestellt wurden, den geringsten PDI auf.
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Abbildung 5-30: Einfluss der untersuchten Parameter auf den PDI, dargestellt als Haupteffektdia-
gramm (A), Wechselwirkungsdiagramm (B) und Wirkungsfidchendiagramme fir Chitosan 90/20
(C7) und Chitosan 90,200 (C2)

Wie bereits im Screening-Design gezeigt, hat nur die OVA-Konzentration einen Einfluss auf die
Beladungseffizienz (Abbildung 5-31). Durch den Wirkungsflachenversuchsplan konnte gezeigt
werden, dass dieser Zusammenhang eine deutliche Krimmung aufweist. Ein Proteingehalt von

1% fuhrte zur hochsten Beladungseffizienz und wird daher als Optimum angesehen.
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Abbildung 5-31: Einfluss der untersuchten Parameter auf die Beladungseffizienz dargestellt als
Haupteftektdiagramm
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Die Kettenldnge des eingesetzten Chitosans hatte keinen signifikanten Einfluss auf den Protein-
gehalt des Produktes (Abbildung 5-32 A). Wenn mehr OVA eingesetzt wurde, erhdhte das auch
den Proteinanteil in den Partikeln. Wurde mehr Polymer eingesetzt, erniedrigte sich der Protein-
anteil der Partikel. Dementsprechend wiesen Partikel, die mit einer hohen OVA-Konzentration
und geringen Polymerkonzentration hergestellt wurden, den hochsten Proteingehalt auf (Abbil-

dung 5-32 B)
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Abbildung 5-32: Einfluss der untersuchten Parameter auf den Proteingehalt, dargestellt als Haupt-
effektdiagramm (A) und Wirkungsfldchendiagramm (B)

5.2.6 Herstellung und Charakterisierung der finalen Partikel

Durch die aus dem Wirkungsflachenversuchsplan gewonnenen Korrelationen konnten im nachs-
ten Schritt die Herstellungsparameter ermittelt werden, die zu Partikeln mit einer definierten
GroBe und definiertem Proteingehalt fihren sollen. Der im Ziel definierte PartikelgréBenbereich
sollte durch die GréBen 200 nm, 400 nm und 700 nm abgedeckt werden. Der Proteingehalt der
Partikel sollte ebenso drei verschiedene Stufen von 5 %, 15 % und 30 % aufweisen. Mittels des
ausgewerteten Versuchsplans und der ZielgréBenoptimierung von Minitab® wurden die Para-
meterkombinationen ermittelt, mit denen Zielpartikel der genannten GroéBen und Proteingehalte
hergestellt werden sollten. Die errechneten Parameter sind in Tabelle 5-31 zusammengefasst. Bei
der Berechnung der Parameterkombinationen ist bereits aufgefallen, dass es keine Mdglichkeit
innerhalb des Versuchsraumes gibt, Partikel mit einer GréBe von 700 nm und hohem (30 %) und
mittlerem Proteingehalt (15 %) herzustellen. Um dennoch Nanopartikel mit 15 % Proteingehalt

herzustellen, wurde die ZielpartikelgréBe auf 560 nm reduziert.
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Tabelle 5-31: Parameterkombinationen, die zur Herstellung von Partikeln mit definierten Zielgro-

Ben genutzt wurden, *durch Modell vorhergesagte mittlere PartikelgréBBe 560 nm

Versuchs- ZielgroBe Parameter

Ck(]iztg(;;(%\;lC 200 15 0,94 1,46 90/20

ey 00 o0 o oo

Cwom | 05| e ww 5 g
C?zlltgo?s\;lc 400 15 1,19 19 o0 R ™
ch(i;g;fsl\)/lc 700 5 1,00 0,81 90/200

sz;tooo—gls\;lC 700* 15 1,18 1,90 90/200

CT%OOES/;C 700 30 keine Parameterkombination ermittelbar

Je drei Chargen der Zielpartikel wurden entsprechend Tabelle 5-31 hergestellt. Im Anschluss wur-
den die PartikelgroBe (Abbildung 5-33), der PDI (Abbildung 5-34), die Beladungseffizienz
(Abbildung 5-35) und der Proteingehalt (Abbildung 5-36) analysiert.
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Abbildung 5-33: Mittlere PartikelgrolBe der final hergestellten Chitosan-CMC-Partikel mit Erwar-
tungswert und 95 %-Konfidenzintervall; n = 3, Fehlerbalken = SD

14



Ergebnisse und Diskussion

08
06 A
2 04 1
00 - -
\) $ S ) S
Q\ N i) Q\ '\ i) N
Q Q‘ Qv N Qv Q O
& & ¢ & ® ¢ E
,@’(/ © /QQ et g O et o’(J
& & ¢
B Ergebnis MW - - - - PDI-Grenze 0,3 ~ ——— PDI-Grenze 0,5

Abbildung 5-34. PDI der final hergestellten Chitosan-CMC-Partikel mit Grenzen und 95 %-Kon-
fidenzintervall; n = 3, Fehlerbalken = SD
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Abbildung 5-35: Beladungseffizienz der final hergestellten Chitosan-CMC-Partikel mit Erwar-
tungswert und 95 %-Konfidenzintervall; n = 3, Fehlerbalken = SD
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Abbildung 5-36: Proteingehalt der final hergestellten Chitosan-CMC-Partikel mit Erwartungswert
und 95 %-Konfidenzintervall: n = 3, Fehlerbalken = SD

Besonders bei einem Zielproteingehalt von 30 % wich die tatsachliche mittlere PartikelgroBe stark
vom Erwartungswert ab. In beiden Fallen wurde keine PartikelgroBe erreicht, die innerhalb des
Konfidenzintervalls lagen. Die Partikel mit einer ZielgréBe von 700 nm waren zwischen 600 und

650 nm groB und damit etwas kleiner als die ZielgroBe.

Bis auf die Partikel Chito-CMC(200;30) wiesen alle Zielpartikel PDI-Werte auf, die auf eine geringe
PartikelgroBenverteilung hinweisen. Fur den Versuchspunkt Chito-CMC(200;30) wurde eine sehr
geringe Polymerkonzentration verwendet (0,1 %) bei einer OVA-Konzentration von 1,01 %. Der
PDI von ca. 0,6 kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die ionische Gelierung in diesen Konzentra-
tionsbereichen nicht gut funktioniert. Méglicherweise ist nicht gentigend Polymer vorhanden, um
die im Verhaltnis grole Menge Protein zu verkapseln. Es konnte sein, dass viel freies Protein die
GroBenmessung beeinflusst oder es zu einer weiteren Reaktion kommt, die zu einer zweiten Par-

tikelart fGhrt.

Das Kontrollieren und Vorhersagen der Beladungseffizienz und des Proteingehaltes stellten sich
als besonders schwierig heraus. Bei der Beladungseffizienz fallt die sehr hohe Standardabwei-
chung auf (Abbildung 5-35). Nur die Versuchspunkte (200;5) und (200;15) lagen innerhalb des
Konfidenzintervalls. Alle anderen Werte lagen deutlich unterhalb des zu erwartenden Bereiches.
Die Proteingehalte der final hergestellten Partikel lagen nur fir den Zielwert von 5 % im erwarte-
ten Bereich (Abbildung 5-36). Fur alle anderen Partikel lagen die Gehalte deutlich unter bzw. tber
dem Zielwert. Besonders auffallend ist es, dass in einem Fall (Chito-CMC(200;30)) der
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Proteingehalt deutlich Gber dem Erwartungswert lag, wahrend die Beladungseffizienz im Mittel
tiefer als der Erwartungswert war. Da beide Werte aus der Proteinkonzentration berechnet wer-
den, ist dies ein Hinweis dafir, dass bereits das mathematische Modell nicht genau war und daher
der Erwartungswert fur mindestens eine der ZielgroBen nicht zuverldssig berechnet werden

konnte.

Ein Grund fur die schwer einstellbaren Proteingehalte kann die Genauigkeit der analytischen Me-
thode sein. Da es sich um eine indirekte Gehaltsbestimmung handelt, bei der die OVA-Konzent-
ration nach Zentrifugieren im Uberstand bestimmt wird, wirken sich Messungenauigkeiten be-
sonders stark auf das Ergebnis aus, wenn sich deutlich mehr Protein im Uberstand befindet als im

Produkt.

5.2.7 Visualisierung von Chitosan-Carboxymethylcellulose Nanopartikeln

Das Darstellen von Chitosan-CMC Nanopartikeln mittels REM ist aufgrund ihrer gelartigen Struk-
tur und ihrem hohen Wassergehalt eine gro3e Herausforderung und konnte nicht fur alle Parti-
kelarten erfolgreich ausgefiihrt werden. Aufgrund dessen werden an dieser Stelle beispielhaft
Chitosan-CMC Partikel ohne Ovalbumin dargestellt. Diese Partikel wurden aus einer 0,1 %-igen
Chitosan 90/20-L6sung und einer 1,1 %-igen CMC-L6sung bei einem pH-Wert von drei und
Raumtemperatur hergestellt. Die Partikel wurden auf den REM-Tragern gefriergetrocknet, um so
ihre Struktur zu bewahren. Zuvor wurden die Nanopartikel nach der in Kapitel 4.1.3 beschriebene
Methode gewaschen, damit beim Trocknen keine Matrix entsteht, die die Partikel Gberlagert. Da
es sich bei dem Produkt der ionischen Gelierung um Gelpartikel handelt, die einen hohen Was-
sergehalt aufweisen, wiirde eine andere Trocknungsart dazu fiihren, dass die Partikel beim Trock-
nen ein GroBteil ihres Volumens verlieren. In Abbildung 5-37 sind 200 nm bis 300 nm grol3e Par-

tikel erkennbar.
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Abbildung 5-37: Rasterelektronenmikroskopische Autnahme von Chitosan-CMC Nanopartikeln,
A: 20000 fache VergroBerung, Balken 2 3 um, B: 30000-fache VergréBerung, Balken £ 2 um, mit

Gold beschichtet, vermessen bei einer Arbeitsspannung von 10 kV

Die Auflésung ist nicht gut genug, um eine Aussage Uber die Partikelform oder Oberflachenbe-

schaffung zu treffen. Dies ist jedoch bei so kleinen Partikeln nicht ungewdhnlich.

5.2.8 Fazit

Bei der Untersuchung der ionischen Gelierung zwischen Chitosan und Carboxymethylcellulose,
bei der Ovalbumin als Modellwirkstoff in den nanopartikuldren Trager eingebracht werden sollte,
ist aufgefallen, wie komplex das Zusammenspiel der einzelnen Herstellungsparameter ist. Nach-
dem in Kapitel 5.2.3 gezeigt werden konnte, welchen eindeutigen Einfluss der pH-Wert auf die
Ladung von Chitosan und CMC hat, kénnte man davon ausgehen, dass der pH-Wert ein guter
Parameter ist, mit dem die hier untersuchte ionische Gelierung gesteuert werden kann. Diese
Annahme konnte durch weitere Untersuchungen mittels Screening-Versuchsplan nicht bestatigt
werden. Da der pH-Wert Einfluss auf die Ladung aller drei Edukte hat, heben sich die erwarteten
Effekte moglicherweise gegenseitig auf. Die Ladungsanderung bei einem Edukt kann dazu fuhren,
dass es besser an der Reaktion teilnehmen kann, wahrend ein oder auch die anderen beiden
Edukte schlechter an der Reaktion teilnehmen koénnen. Der dadurch bedingte sehr sensible Zu-
sammenhang aus pH-Wert, Ladung und Reaktivitat scheint so komplex zu sein, dass er mit den

verwendeten Methoden nicht dargestellt werden konnte. Was jedoch gezeigt werden konnte, ist,
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dass eine Anderung des pH-Wertes wenig geeignet ist, um die PartikelgréBe oder die Proteinbe-

ladung gezielt zu steuern.

Durch die angewendete statistische Versuchsplanung konnte zudem gezeigt werden, dass sich
auch die anderen untersuchten Prozessparameter stark gegenseitig beeinflussen. Da bei der io-
nischen Gelierung verflgbare Ladungen genutzt werden, um Protein in den Partikeln zu binden,
erscheint es sinnhaft, dass eine Erhohung der OVA-Konzentration zu einer schlechteren Bela-
dungseffizienz fuhrt, da die OVA-Molekile untereinander um die freien Ladungen konkurrieren.
Eine Erhdhung der Polymerkonzentration fuhrte zwar zu gréeren Partikeln, anscheinend jedoch
nicht zu mehr verfigbaren Ladungen, an denen das Protein binden kann. Méglicherweise beein-
flussen die Ladungen des Ovalbumins auch die Reaktion zwischen Chitosan und CMC, was die im

Wirkungsflachenversuchsplan gezeigten Wechselwirkungen erklaren wirde.

Die PartikelgréBenverteilung der untersuchten ionischen Gelierung ist im Verhaltnis zu anderen
untersuchten Methoden etwas breiter. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass es sich bei Chitosan,
um ein halbsynthetisches Polymer mit naturlichem Ursprung handelt, bei dem sich die einzelnen

Molekdle in ihrer Zusammensetzung, GréBe und Deacetylierungsgrad unterscheiden [66].

Insgesamt erwies sich die Herstellung von ovalbuminbeladenen Chitosan-CMC-Nanopartikeln als
schwer steuerbar und vorhersagbar. Die final hergestellten Partikel entsprachen in nur wenigen
Fallen den vorher definierten Eigenschaften. Die PartikelgréBe und der PDI waren etwas besser
vorhersagbar als der Proteingehalt und die Beladungseffizienz. Letztere entsprachen fir die final
definierten Partikel selten dem Erwartungswert, sodass der Prozess nicht als kontrolliert angese-
hen werden kann. Dies liegt mdglicherweise nicht nur an dem Optimierungsprozess, sondern
auch an der indirekten Gehaltsbestimmung des Ovalbumins, die an sich groBen Schwankungen
unterliegt. Bei geringer Proteinbeladung ware eine direkte Gehaltsbestimmung einer Indirekten
Uberlegen, da bei niedrigen Konzentrationen Messfehler durch Differenzbildung stérker ins Ge-
wicht fallen. Ein Optimierungsprozess, der auf enger definierte Produkteigenschaften abzielt,
kdnnte maglicherweise zu einem Herstellungsprozess fuhren, der deutlich besser steuerbar ist.
Alternativ kann ein Versuchsaufbau unter Einsatz der Mikrofluidtechnologie gewahlt werden, bei
dem die zwei Polymerl6sungen durch einen Mikromischer flieBen. Durch die rasche und intensive
Durchmischung bleiben die Reaktionsbedingungen in der Mischzone konstant, was wiederum zu

einer engeren PartikelgroBenverteilung und einem geringeren PDI fihren kénnte.
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5.3 Herstellung von Chitosan-Carboxymethylcurdlan Partikeln mittels ionischer

Gelierung
In diesem Abschnitt meiner Arbeit sollten curdlanhaltige Partikel hergestellt werden, die nicht nur
als Trager einer pharmazeutisch aktiven Substanz dienen, sondern zusatzlich auch einen eigenen
pharmakologischen Effekt haben. Dazu sollte die bereits verwendete Methode der ionischen Ge-
lierung auf eine Reaktion zwischen Chitosan und Carboxymethylcurdlan angewendet werden.
Carboxymethylcurdlan hat im Gegensatz zum Curdlan den Vorteil, dass es auch bei pH-Werten
kleiner zehn gut in wassrigen Medien |6slich ist und daher an einer ionischen Gelierung mit Chi-

tosan teilnehmen kann.

5.3.1 Ladungen der Ausgangssubstanzen bei verschiedenen pH-Werten

Wie bereits im vorherigen Kapitel diskutiert, spielt die Ladungsdichte der Polymerstrange eine
ausschlaggebende Rolle bei der ionischen Gelierung. Um einen ersten Anhaltspunkt zu bekom-
men, in welchem pH-Wert-Bereich eine Reaktion zwischen Chitosan 90/20 und Carboxymethyl-
curdlan stattfinden kann, wurde das Zeta-Potential einer Chitosan 90/20-Lésung und CM-Curd-
lan-L&sung bestimmt, nachdem der pH-Wert mittels Natriumhydroxid und Essigsaure eingestellt

wurde (Abbildung 5-38).
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Abbildung 5-38: Zeta-Potential von Chitosan 90,20 und Carboxymethylcurdlan (CM-Curdlan) in
Abhdéngigkeit vom pH-Wert der Losung, n = 3, Fehlerbalken = SD

In einem pH-Wert-Bereich zwischen vier und funf sind beide Polymere geladen und besitzen ein

Zeta-Potential groBer bzw. kleiner als +20 mV. Bei der ionischen Gelierung ist entscheidend, dass
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die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den zwei gegensatzlich geladenen Polymeren
groB3 genug sind, um stabile lonen-Briicken zu bilden. Daher ist es am wahrscheinlichsten, dass in
einem pH-Bereich zwischen vier und funf eine ionische Gelierung stattfinden kann. Bei einem pH-
Wert unter drei ist das CM-Curdlan vermutlich nicht stark genug geladen, um an der Interaktion
teilzunehmen. Bei pH-Werten tber 5,5 ist Chitosan 90/20 nicht mehr |6slich und kann daher auch

nicht an der Reaktion teilnehmen.

5.3.2 Variation des pH-Wertes der lonischen Gelierung

Durch das Messen des Zeta-Potentials der Ausgangslésungen bei unterschiedlichen pH-Werten
konnte eine erste Vermutung aufgestellt werden, bei welchen pH-Werten eine ionische Gelierung
zwischen Chitosan 90/20 und CM-Curdlan stattfinden kann. Um diese Vermutung zu Uberprifen,
sollte die Reaktion bei unterschiedlichen pH-Werten ausgefuhrt werden. Dazu wurden jeweils
5 ml Chitosan 90/20-L&sung (1 ug/mlin 2 % Essigsaure) vorgelegt und mittels Magnetrihrer ge-
rahrt, wahrend 2,5 ml CM-Curdlan-Lésung (1 pg/ml in Wasser) hinzugetropft wurden. Der pH-
Wert der Chitosan-Lésung wurde mittels NaOH-Loésung eingestellt. Im Anschluss wurde optisch
Uberpruft, ob das Produkt getriibt, opaleszierend oder klar ist und ob es andere Auffalligkeiten
gibt (Tabelle 5-32). Eine Tribung weist darauf hin, dass eine Reaktion stattgefunden hat und eine
Opaleszenz, dass es zudem wahrscheinlich ist, dass die GréBe der entstandenen Partikel im Na-

nometerbereich liegt.

Tabelle 5-32: Aussehen des Produktes nach ionischer Gelierung aus Chitosan 90/20 und CM-
Curdlan bei unterschiedlichen pH-Werten

pH V (1 M NaOH) [ul] Aussehen des Produktes
2,40 0 klare Losung

3,49 100 klare Losung

3,96 300 trib + Faden

4,28 500 trib + Faden

4,96 1000 trab

547 1200 trib + viele Faden

Bei pH-Werten kleiner 3,5 konnte keine Tribung erkannt werden. Erst bei einem pH-Wert von
knapp vier entstand eine triibe Suspension, die zudem kleine weie Faden enthielt. Nur bei einem
pH-Wert von ca. funf waren keine Faden zu erkennen und bei einem pH-Wert von ca. 5,5 waren

die meisten Faden vorhanden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass nur bei pH-Werten tber 3,5 bis
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vier das CM-Curdlan ausreichend stark geladen ist, um an der Fallungsreaktion teilzunehmen.
Dies deckt sich sehr gut mit den Ergebnissen aus Kapitel 5.3.1. Eine GréBenmessung der entstan-
denen Partikel mittels DLS war bei keinem Produkt erfolgreich, da entweder keine Partikel oder

zu groBe Partikel entstanden sind.

5.3.3 Variation des Massenverhaltnisses

Fur weitere Untersuchungen der Reaktion wurde das Verhaltnis zwischen Chitosan und CM-Curd-
lan bei einem pH-Wert von funf variiert. Dabei wurden Verhaltnisse zwischen 10:1 und 1:10 aus-
probiert. Da eine GroBenmessung mittels DLS weiterhin keine Ergebnisse hervorbrachte, wurde
nur das Zeta-Potential des Produktes ermittelt (Abbildung 5-39). Zudem wurde ein Foto der Pro-

dukte aufgenommen um diese visuell bewerten zu kénnen (Abbildung 5-40).

Ein deutlicher Uberschuss von CM-Curdlan ab einem Massenverhéltnis von 1:4 (Chitosan : CM-
Curdlan) scheint einen leichten Einfluss auf das Zeta-Potential des Produktes zu haben. Ansonsten
ist kein Einfluss des Reaktionsverhaltnisses auf das Zeta-Potential zu beobachten (Abbildung
5-39). Die Trubung des Produktes nimmt zu, je mehr CM-Curdlan eingesetzt wurde und scheint
ab einem Verhaltnis von 1:6 (Chitosan : CM-Curdlan) wieder abzunehmen (Abbildung 5-40). Bei

keinem Reaktionsverhaltnis sind erkennbare Faden entstanden.
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Abbildung 5-39: Zeta-Potential des Produktes von unterschiedlichen Reaktionsverhdéltnissen zwi-
schen Chitosan 90,20 und Carboxymethylcurdlan (CM-Curdlan)

122



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 5-40: Foto der Produkte der ionischen Gelierung von unterschiedlichen Reaktionsver-

hdltnissen zwischen Chitosan 90/20 und Carboxymethylcurdlan.

53.4 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Reaktionsbedingungen gefunden werden, bei denen eine io-
nische Gelierung zwischen Chitosan 90/20 und CM-Curdlan stattfindet und Partikel ausfallen. Da-
bei entstanden jeweils Partikel mit einer PartikelgréBe auBerhalb des Messbereiches des Zetasi-
zers (> 10 ym). Leider konnten weder durch das Variieren des pH-Wertes noch des Massenver-
haltnisses Reaktionsbedingungen gefunden werden, bei denen Partikel kleiner 1000 nm ausfallen

oder ein Weg gefunden werden, um das Partikelwachstum zu stoppen.

5.3.5 Ausblick

Méglicherweise ist die Kettenldnge des verwendeten CM-Curdlans mit einem Molekulargewicht
von 1650 kDa zu lang, um als Partikel im Nanometerbereich auszufallen. Im Vergleich hatte die in
Kapitel 5.2 verwendete Carboxymethylcellulose ein Molekulargewicht von ca. 90 kDa. Da kein CM-
Curdlan mit geringerem Molekulargewicht kommerziell erhaltlich war, musste ein solches fur wei-
tere Versuche eigenstandig synthetisiert werden. Das Verwenden eines CM-Curdlans mit einem

Molekulargewicht um die 90 kDa kdénnte zum gewdnschten Ergebnis fihren.
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5.4 Herstellung von Chitosan Mikro- und Nanopartikeln mittels Sprihtrocknung

Aufgrund der besonderen Losungseigenschaften des Chitosans kénnen durch Sprihtrocknung
einer essigsauren Losung Chitosan-Partikel hergestellt werden, die in physiologischem Medium
unléslich sind. Wahrend des Trocknungsprozesses verdampft ein GroB3teil der enthaltenen Essig-
saure. Beim Dispergieren der Partikel in einem physiologischen Medium mit einem pH-Wert von
ca. 7,4 wird die verbleibende Essigsaure abgepuffert. Die Chitosan-Partikel sind im neutralen pH-

Bereich unloslich und verbleiben daher intakt.

Unter Verwendung von zwei verschiedenen Sprihtrockner-Arten, dem Mini Sprihtrockner B-290
und dem Nano Spruhtrockner B-90 HP, wurden Chitosan-Partikel unterschiedlicher GréBe herge-
stellt. Wahrend durch den Mini Sprihtrockner Partikel im GréBenbereich von 1 um bis 25 um
hergestellt werden kénnen, soll der Nano Sprihtrockner Partikel im GréBenbereich von 200 nm
bis 5 um generieren. Ziel ist es, mit beiden Spruhtrockner Partikel kleiner T um herzustellen. Dies
ist vor allem fUr die Herstellung mittels Mini Sprihtrockners eine Herausforderung. Wenn dies
jedoch gelingt, kdnnten auf diesen Weg Partikel mit deutlich hdherem Durchsatz hergestellt wer-
den. Vergleichend soll gezeigt werden, wie die PartikelgroBe und PartikelgréBenverteilung durch
die unterschiedlichen Sprihtrocknungsprinzipien beeinflusst werden. Da Losungen mit hoher Vis-
kositat zum Verstopfen der Membran des Nano-Sprihtrockners fihren kénnen, wurde fur beide

Versuchsreihen eine Chitosanqualitdt mit geringer Viskositat gewahlt (Chitoscience 90/10).

Die Sprihtrocknung ist ein kontinuierlicher Prozess, bei dem mehrere Prozessparameter die Ei-
genschaften des Endproduktes beeinflussen. Durch das Verspriihen einer Losung entstehen
kleine Tropfchen, die zu festen Partikeln eingetrocknet werden. Dementsprechend beeinflussen
vor allem die TropfchengréBe und der Feststoffanteil in den Trépfchen, der der Chitosankonzent-
ration der Losung entspricht, die spatere PartikelgroBBe. Die TropfchengréBe wird bei der im Mini-
Spruhtrockner eingesetzten Zweistoffdise vor allem durch den Sprihdruck und den Innendurch-
messer beeinflusst. Bei dem Nano-Spruhtrockner entstehen die Tropfchen durch das Schwingen
einer Membran, weshalb die GroBe der Locher in der Membran die TropfchengroBe definiert.
Zudem beeinflusst das Zusammenspiel aus Evaporationsgeschwindigkeit des Losungsmittels und
der Geschwindigkeit mit dem die Molekule wahrend des Trocknens im L&sungsmittel diffundie-
ren, die PartikelgréBe und -form [118]. Wird schneller getrocknet, als die Molekule in das noch

vorhandene Losungsmittel diffundieren, entstehen groBe Hohlkugeln, die je nach Stabilitat der
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Wand auch eingefallene Strukturen aufweisen kdnnen. Trocknet ein Tropfchen langsam, entste-
hen kleine solide Partikel. Die Diffusionsgeschwindigkeit ist von der Substanz, der Viskositat des
Mediums und der Temperatur abhéngig und dementsprechend nicht unabhangig steuerbar. Die
Trocknungsgeschwindigkeit steigt, je hdher die Einlass- und Auslasstemperatur sind. Die Auslass-
temperatur ist zudem ein Indiz fir die Restfeuchte des Produktes, da wahrend der Trocknung
Verdampfungsenthalpie die Auslasstemperatur niedrig halt. Sinkt der Wassergehalt im Produkt,
wird weniger Energie flr die Verdunstung bendétigt, wodurch die Auslasstemperatur ansteigt. Der
letzte Schritt der Spruhtrocknung ist das Abtrennen der hergestellten Partikel aus dem Luftstrom.
Es gibt verschiedenen Abscheideprinzipien, die unterschiedlich effizient sind. Fuhrt eine Abschei-
detechnik dazu, dass die Wiederfindungsrate flr bestimmte PartikelgroBen geringer ist als fir
andere, hat dies Einfluss auf die mittlere PartikelgroBe und die PartikelgréBenverteilung des Pro-
duktes. Der beim Mini-Spruhtrockner verwendete Hochleistungszyklon hat laut Hersteller eine
hoherer Wiederfindungsrate fur kleine Partikel [87]. Im Nano Sprihtrockner ist ein elektrostati-
scher Partikelsammler verbaut, der fir hohe Ausbeuten sorgen soll und eine effiziente Gewinnung

kleinster Partikel ermdglicht [89].

54.1 Herstellung von Chitosan-Partikeln mittels Mini-Sprihtrockner
Wie in Kapitel 5.5 noch gezeigt wird, hat die Feststoffkonzentration den mit Abstand gréfBten
Einfluss auf die PartikelgréBe. Daher wurde bei der Herstellung der sprihgetrockneten Chitosan-

partikel ausschlieBlich die Feststoffkonzentration variiert, um die PartikelgroBe gezielt zu steuern.

Zur Herstellung der Chitosan-Partikel wurde Chitoscience 90/10 in 1 %-iger Essigsaureldsung ge-
|6st. Es wurden funf Losungen mit verschiedener Chitosan-Konzentration hergestellt: 1,00 %;
0,75 %; 0,50 %; 0,25 % und 0,10 %. Die Einlasstemperatur wurde auf 120 °C eingestellt und die
Pumpengeschwindigkeit so variiert, dass eine Auslasstemperatur von 50 °C erreicht wurde. Die
hergestellten Partikel wurden mittels Laserlichtbeugung und Rasterelektronenmikroskop hinsicht-

lich PartikelgréBenverteilung und Morphologie analysiert.

Keine der mit dem Mini-Sprihtrockner hergestellten Partikelarten wies eine mittlere Partikelgrofe
(xs0) von <1 um auf. Der xso der 0,10 %-igen Chitosanlésung war mit 1,06 pm nur knapp groBer als
diese Grenze. In der Summenverteilung (Abbildung 5-41) kann man sehr gut erkennen, dass die
PartikelgroBe mit steigender Chitosankonzentration stetig zunahm. Fir Partikel, die aus einer

0,25 % bis 1,00 %-igen Chitosanlésung hergestellt wurden, erkennt man in der Verteilungsdichte
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(Abbildung 5-42), dass es einen Peak bei knapp 2 ym gab und fur die Partikel aus 0,50 % bis
1,00 %-iger Chitosanldsung einen zweiten Peak bei 3 um bis 5 um. Der zweite Peak kann Anzei-
chen fir einen zu geringen Dispergierdruck wahrend der Laserdiffraktometriemessung sein,
wodurch Agglomerate nicht zerstért wurden. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass beim Sprihtrock-
nen von Losungen mit hoherer Chiosankonzentration zwei Partikelarten mit unterschiedlicher
mittleren PartikelgroBe entstanden sind. Moglicherweise entstehen beim Versprihen von héher
viskosen Losungen Tropfchen mit sehr unterschiedlicher TropfchengréBe. Alternativ kénnte der
Chitosangehalt in den einzelnen Trépfchen variieren, was z.B. durch Verdunsten des Losungsmit-

tels der Ausgangsldsung entstehen sein kdnnte, was jedoch unwahrscheinlicher ist.
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Abbildung 5-41: PartikelgréBenverteilungssumme der Chitosan-Mikropartikel, die mittels Mini-
Sprihtrockner hergestellt wurden.
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Abbildung 5-42: PartikelgréBenverteilungsdichte der Chitosan-Mikropartikel, die mittels Mini-
Sprihtrockner hergestellt wurden.
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Abbildung 5-43 zeigt, dass bei steigender Chitosankonzentration vor allem der xq0-Wert anstieg,
wahrend der xj0-Wert nahezu konstant blieb. Der Span stieg bis zu einer Konzentration von 0,50 %

an und schien dann zu stagnieren.
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Abbildung 5-43: xu, xso und xeo der Chitosan-Mikropartikel, die mittels Mini-Sprihtrockner her-
gestellt wurden.
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Die aufgenommenen REM-Bilder in 10000-facher und 30000-facher VergréBerung (Abbildung
5-44 und Abbildung 5-45) bestatigen, dass Partikel, mit der flr die Sprihtrocknung typischen

runden Form, entstanden sind.

Abbildung 5-44. Rasterelektronenmikroskopische Autnahme der mittels Mini-Sprihtrockner her-
gestellten Chitosanpartikel aus unterschiedlich konzentrierten Lésungen. 1,00 % (A), 0,75 % (B),
050 % (C), 0.25 % (D) und 0,10 % (E), 10000-fache VergroBerung, mit Gold beschichtet vermessen
bei einer Arbeitsspannung von 10 kV, Balken £ 8 um
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Abbildung 5-45: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der mittels Mini-Spriihtrockner her-

gestellten Chitosanpartikel aus unterschiedlich konzentrierten Lésungen. 1,00 % (A), 0,75 % (B),
050 % (C), 025 % (D) und 0,10 % (E); 30000-tache VergréBerung, vermessen bei einer Arbeits-
spannung von 10 kV, Balken £ 2 um

In allen finf Produkten sind sehr kleine Partikel (<1 um) vorhanden. Bei steigender Chitosankon-
zentration (ab 0,25 %) entstehen zusatzlich gréBere Partikel. Wenn im Produkt groBe Partikel von
vielen kleinen Partikeln umgeben sind, werden diese auch als Satelliten bzw. ,satellites” bezeich-
net [119]. Die Oberflache der groBeren Partikel ist unregelmaBig eingefallen und eingedellt. Je
groBer ein Partikel ist, desto mehr Dellen sind vorhanden. Die Partikel, die aus der 0,10 %-igen
Chitosanlésung hergestellt wurden, haben im Gegensatz zu den anderen Partikelarten eine
gleichmaBige Oberflache. Nur vereinzelt sieht man Partikel, die an einer Stelle eingedellt sind. Die
PartikelgroBenverteilung ist deutlich geringer als bei den anderen Produkten und es gibt keine
deutlich gréBeren Partikel. Die REM-Bilder bestatigen die mittels Laserlichtbeugung gemessenen

und in Abbildung 5-42 dargestellten PartikelgroBenverteilungen.

Eine Moglichkeit fir die groBe PartikelgroBenverteilung der Produkte, die aus héher konzentrier-

ten Chitosanldésungen hergestellt wurden, ist die mit steigender Konzentration gleichzeitig
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steigende Viskositat der Losung. Eine hohe Viskositat resultiert unter anderem aus der Kohasion
der Losung, sprich der nach innen gerichteten Kraften bzw. der Anziehungskréfte zwischen den
Teilchen. Der angelegte Spruhdruck zerreiBt die Lésung beim Verlassen der Duse in kleine Tropf-
chen. Die Atomisierungskrafte, die in dem Moment auf die Losung wirken, sind der Kohéasion
entgegengerichtet. Dies fuhrt dazu, dass in der Regel Flissigkeit mit hoherer Oberflachenspan-
nung und hoherer Viskositat beim Zerstduben groBere Tropfchen bilden [120]. Eine Hypothese
ware, dass eine groBere PartikelgroBenverteilung das Resultat daraus ist, dass wahrend des Ver-
sprihens zu einer Sekundarpartikelbildung kommt, bei der ein Teil der gréBeren Tropfchen weiter
zu kleineren Tropfchen zerfallt. Der Ausgangstropfen wird dann zu einem gréBeren Partikel, wah-
rend die Satellitentrépfchen die kleineren Partikel bilden [121]. Es kdnnte auch sein, dass bei einem
Teil der Tropfchen die Kohasionskrafte die Atomisierungskrafte Gbersteigt und die Tropfchen in-
takt bleiben. Ein zusatzliches Tropfchenwachstum durch Koaleszenz kénnte ein weiterer Faktor
sein, der eine hohe PartikelgroBenverteilung bedingt. Auch wenn die Viskositét ein kritischer Pa-
rameter im Zerstaubungsprozess ist und nachweislich einen Einfluss auf die PartikelgréBe haben

kann, ist nicht eindeutig, ob auch die PartikelgroBenverteilung beeinflusst ist [122].

5.4.2 Herstellung von Chitosan-Partikeln mittels Nano-Spruhtrockner

Wie bereits beim Mini-Spruhtrockner wurde bei der Herstellung mittels Nano-Spruhtrockner nur
die Chitosankonzentration der Losung variiert. Um mdglichst kleine Partikel herzustellen, wurde
die kleinste Membran verwendet. Da Losungen mit einem Chitosangehalt Uber 0,1 % zu viskos
waren, um Uber die Membran verspriht zu werden, wurden Chitosankonzentrationen von 0,10 %;
0,05 % und 0,01 % gewahlt. Verspriht wurde mit einer Frequenz von 105 Hz und einem relativen
Sprihkopfdurchsatz von 50 %. Die Pumpe wurde auf 20 % und die Einlasstemperatur auf 90 °C

eingestellt Die Auslasstemperatur betrug dann ca. 30 °C.

Aufgrund der zu geringen PartikelgroBe des Produktes konnten keine auswertbaren Laserdiffrak-
tometriemessungen durchgefuhrt werden. Eine PartikelgroBenbestimmung durch DLS ergab
ebenfalls keine auswertbaren Messungen, da sich die Partikel in keinem der untersuchten Medien
(Milli-Q®-Wasser, 0,9 %-ige Natriumcloridldsung, PBS-Puffer, 0,1 %-ige PBST-Puffer, 1 %-ige
PVA-L6sung) dispergieren lieBen. Daher wurde die PartikelgroBBe mittels REM und der zugehdri-
gen Phenom ProSuite Software bildanalytisch ausgewertet. Das Spruhtrocknen aller drei Losun-

gen ergab Partikel mit Durchmessern deutlich kleiner 1 um (Tabelle 5-33). Der ausgemessene
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Partikeldurchmesser sank deutlich bei kleiner werdender Chitosankonzentration. Dieser deutliche
Unterschied wird durch eine visuelle Auswertung der REM-Aufnahme bestatigt (Abbildung 5-46).
Die Partikel erscheinen rund ohne sichtbaren Eindellungen an der Oberflache. In Abbildung 5-46
A sieht man sowohl gréBere als auch sehr kleine Partikel. Die in Abbildung 5-46 B gezeigten
Partikel wirken im Vergleich dazu deutlich gleichmaBiger in der PartikelgréBenverteilung. Um die
PartikelgroBenverteilung des Produktes mit der kleinsten PartikelgréBe zu beurteilen, ist die Auf-

|6sung der REM-Aufnahme (Abbildung 5-46 C) zu gering.

Tabelle 5-33: Partikeldurchmesser der sprihgetrockneten Chitosan-Nanopartikel, gemessen aus

den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

Chitosan- Durchmesser kleiner ~ Durchmesser mittle- ~ Durchmesser gro3er
Konzentration [%] Partikel [nm] rer Partikel [nm] Partikel [nm]
0,10 206 405 776
0,05 94,9 253 495
0,01 90,5 206 383

Abbildung 5-46: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der mittels Nano-Spriihtrockner

hergestellten Chitosanpartikel aus unterschiedlich konzentrierten Losungen. 0,710 % (A), 0.05 % (B)
und 0,01 % (C); 30000-fache VergroBerung, mit Gold beschichtet vermessen bei einer Arbeits-
spannung von 10 kV, Balken 2 2 um

Die Dauer der Spruhtrocknung betrug fur die 100 ml der 0,10 %-igen Chitosanlésung ca. 2,5 h.
Die Spruhtrocknung der 0,01 %-igen Chitosanlésung wurde nach ca. 12 h beendet, obwohl noch
Chitosanlésung Ubrig war. Der zeitliche Aufwand dieser Herstellungsmethode macht eine kom-

merzielle Nutzung unwahrscheinlich, es lassen sich aber Partikel fir Forschungszwecke herstellen.
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543 Fazit

Sowohl durch Einsatz des Mini- als auch des Nano-Spruhtrockners konnten Chitosan-Partikel her-
gestellt werden. Beide Sprihtrocknungsverfahren haben Vor- und Nachteile. Der Mini-Sprih-
trockner zeichnet sich durch einen deutlich hoheren Durchsatz aus, wodurch schnell und effizient
runde Chitosanpartikel hergestellt werden konnten. Aus Losungen mit einer Chitosankonzentra-
tion von 0,10 % bis 1,00 % wurden Partikel hergestellt, die im Mittel gréBer als 1 um waren. Die
PartikelgroBenverteilung der mit dem Mini-Sprihtrockner hergestellten Produkte war deutlich
groBer als derer, die mittels Nano-Sprihtrockner hergestellt wurden. Bei gleicher Konzentration
produziert der Nanosprihtrockner mit der kleinsten Membran deutlich kleinere Partikel als der
Mini-Sprihtrockner (405 nm vs. 1,06 um). Ein Vergleich der Produkte beider Sprihtrocknungsver-
fahren, die aus einer 0,10 %-igen Chitosanldsung hergestellt wurden, ist in Abbildung 5-47 dar-
gestellt. Der Nano-Sprihtrockner produzierte aus Losungen mit einer Chitosankonzentration von
0,01 % bis 0,10 % Partikel, die mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 200 nm bis 400 nm
deutlich kleiner waren als 1 um. Jedoch hat der Nano-Spruhtrockner einen deutlich geringeren

Durchsatz und Losungen mit leicht erhohter Viskositat kdnnen nicht zu Partikeln verarbeitet wer-

den.

Abbildung 5-47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Chitosanpartikel, die aus einer
0,10 %-igen Chitosanlosung mittels Mini-Sprihtrockner (A) und Nano-Sprihtrockner (B) herge-
stellt wurden, 30000-fache VergroBBerung, mit Gold beschichtet, vermessen bei einer Arbeitsspan-

nung von 10 kV, Balken £ 2 um
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Insgesamt lieBen sich die hergestellten Partikel nicht oder nur schwer in Wasser oder PBS-Puffer
dispergieren. Ein Grund fir die schlechte Dispergierbarkeit kann sein, dass bei der Sprihtrock-
nung keine Emulgatoren oder andere oberflachenaktive Substanzen eingesetzt wurden. Méglich-
erweise fuhrt dies dazu, dass sich die hydrophileren Gruppen des Chitosans zum Inneren der
Tropfchen ausrichten und hydrophobere Gruppen zur Grenzflache hin. Der Zusatz von Emulga-
toren zum Dispergiermittel konnte die Dispergierbarkeit der Partikel verbessern, da die Grenzfla-
chenspannung erniedrigt wird. Ohne geeignetes Dispergiermittel ist die Einsetzbarkeit der Pro-

dukte jedoch stark eingeschrankt.
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5.5 Herstellung von Beta-Glucan Partikeln mittels Sprihtrocknung

In diesem Kapitel soll die Herstellung von Partikeln mittels Sprihtrocknung durch den Mini Sprih-
trockner B-290 untersucht werden. Ziel ist es, mittels Mini Spruhtrockner Partikel kleiner 1 um
herzustellen. Daflr wurde ein wasserldsliches Beta-Glucan aus Saccharomyces cerevisiae (Backer-
hefe) als naturliches Polymer gewahlt. Aufgrund seiner Losungseigenschaften kann dieses Beta-
Glucan als einfacher Modellrohstoff verwendet werden, um den Sprihtrocknungsprozess aus ei-
ner Losung zu untersuchen. Da die hergestellten Partikel in physiologischem Medium I&slich sind,
kdnnen sie nicht ohne weitere Modifizierung einen physiologischen Zielort als intakte Partikel
erreichen und sind daher ohne Modifikation nicht als Wirkstofftrager firs Drug Targeting geeig-

net.

5.5.1 Untersuchen des Herstellungsprozesses mittels vollfaktoriellen Versuchsplan

Durch einen vollfaktoriellen Versuchsplan kdnnen je nach Anzahl der Faktoren mit wenigen Ver-
suchen schnell die wichtigsten Parameter untersucht werden und eine optimale Parameterein-
stellung gefunden werden. Der Vorteil eines solchen Versuchsplanes ist, dass durch Einfigen ei-
nes Zentralpunktes nicht lineare Zusammenhange erkannt werden kénnen, ohne den Versuchs-
aufwand stark zu erhéhen. Beim Sprihtrocknen mit dem Mini Sprihtrockner B-290 gibt es diverse
Prozessparameter, die unterschiedliche Effekte auf den Sprihtrocknungsprozess und aufeinander
haben. Der Durchfluss der Trocknungsluft wird durch die Aspirator-Leistung eingestellt. Je gréBer
das Luftvolumen ist, das in einem bestimmten Zeitraum durch den Sprihturm flieBt, desto mehr
Feuchtigkeit kann in der kurzen Trocknungszeit aufgenommen werden. Jedoch sinkt auch die
Verweildauer eines Partikels im Trockenzylinder, wodurch dieser evtl. weniger gut getrocknet wer-
den kann. Hat die zugefuhrte Luft schon zu Beginn der Trocknung eine hohe Feuchtigkeit, kann
sie weniger Losungsmittel aufnehmen. Der Durchfluss der Trocknungsluft beeinflusst auch die
Abscheidung im Zyklon [123]. Bei hoher Aspirator-Leistung sollte die Abscheidung im Zyklon stei-
gen [88]. Auch eine hohe Einlasstemperatur begunstigt eine schnelle Trocknung, da pro Kubik-
meter Luft absolut mehr Feuchtigkeit aufgenommen werden kann. Eine hohe Auslasstemperatur
ist ein Indikator fir eine geringe Restfeuchte des Produktes. Je langsamer das Losungsmittel ver-
dunstet, desto eher entstehen kleine, solide Partikel, da die Substanz gentigend Zeit hat sich durch
Diffusion gleichmaBig zu verteilen und vollstandig zu trocknen, sodass kompakte Partikel entste-

hen. Schnelles Verdunsten kann hingegen zu pordsen, unregelmaBigen Partikeln fihren, wenn
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die Verdunstungsrate hoher ist als die Diffusionsrate. Die Auslasstemperatur wird tGber die Pump-
rate bzw. die Verdunstungskalte gesteuert. Je hdher der Sprihdruck ist, desto kleiner werden die
Tropfchen, die im nachsten Schritt zu Partikeln eintrocknen. Auch die Eigenschaften des Eduktes,
also der zu trocknenden L&sung, Suspension oder Emulsion, haben Einfluss auf die spatere Parti-

kelgréBe und Form, z.B. entstehen bei einem geringen Feststoffanteil kleine Partikel.

Um eine gute Abscheidung der Partikel zu erzielen, wurde flr diese Versuchsreihe eine Aspirator-
Leistung von 100 % gewahlt. Der Sprahdruck wurde auf 60 mm eingestellt, um kleine Partikel zu
erhalten und um zu verhindern, dass der Sprihkegel bis an den Rand des Sprihturmes reicht.
Variiert wurden die Einlasstemperatur, die Feststoffkonzentration der Losung und die Auslasstem-
peratur, die Uber die Pumprate eingestellt wurde. Die gewahlten Faktorstufen sind in Tabelle 5-33

zusammengefasst.

Tabelle 5-34. Parametereinstellung des vollfaktoriellen Versuchsplans zur Untersuchung der Her-

stellungsmethode von wasserldslichen Beta-Glucan-Partikeln mittels Sprihtrocknung

Parameter Tief Mittel Hoch
Einlasstemperatur [°C] 90 100 110
Auslasstemperatur [°C] 40 50 45

Konzentration [% (m/V)] 0,1 0,55 1,0

Fur die oben genannten Parameter und Faktorstufen wurde ein randomisierter vollfaktorieller
Versuchsplan erstellt, die Partikel nach Versuchsplan hergestellt und die Ausbeute sowie die Par-
tikelgroBenverteilung bestimmt (Tabelle 5-35). Im Anschluss wurde der Versuchsplan mittels Mi-

nitab 18 Software nach xso, Span und Ausbeute analysiert.
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Tabelle 5-35: Parametereinstellungen und Ergebnisse des vollfaktoriellen Versuchsplans zur Un-

tersuchung der Herstellungsmethode von wasserldslichen Beta-Glucan-Partikel  mittels

Sprihtrocknung

Probe Ko.nzenot— tearngastur teAr\Tl\J;frsastur Pumpo)— Ko Xs0 Koo Span tl)A\eLfJS:te
ration [%] °C] °C] rate [%] | [um] [um] [um] (%]

N9 0,55 100 45 20 037 117 232 175 71,1
N2 1 90 40 28 022 140 286 189 690
N5 0,1 90 50 14 030 093 191 174 353
N8 1 110 50 25 025 131 271 188 777
N1 0,1 90 40 23-26 0,30 090 167 152 377
N11 0,55 100 45 20 032 115 230 172 714
N7 0,1 110 50 29-34 031 098 186 159 396
N10 0,55 100 45 29 035 114 231 172 722
N4 1 110 40 44 042 149 31 180 636
N6 1 90 50 14-15 039 137 266 166 699
N3 0,1 110 40 43 031 097 226 201 367

Der xso der hergestellten Partikel liegt zwischen 0,90 um und 1,49 um. Die Ausbeute schwankt
stark zwischen 35 % und 78 %, wobei auffallt, dass die Ausbeute der Produkte mit einem xsg
<1 pum mit unter 40 % besonders gering ist. Dies ist wahrscheinlich auf die Abscheidetechnik des
Spruhtrockners zurlickzufuhren. Sehr kleine Partikel kénnen nicht durch den Hochleistungszyklon
abgetrennt werden. Ist der Anteil dieser kleinen Partikel, die nicht als Produkt abgeschieden wer-

den, sehr hoch, fiihrt dies zu einer geringen Ausbeute.

Tabelle 5-36 fasst die wichtigsten Kennzahlen des ausgewerteten Versuchsplanes zusammen. Fur
den Span konnte kein signifikanter Einflussfaktor identifiziert werden. Dies liegt moglicherweise
auch daran, dass die Span-Werte dicht beieinander liegen. Ist der Effekt gering, kann oft keine
signifikante Einflussgrofe ermittelt werden, da dieser nicht vom Rauschen unterschieden werden
kann. Von den untersuchten Prozessparametern hat die Einlasstemperatur den gréfBten Einfluss
auf die Ausbeute. Jedoch ist das Modell mit einem p-Wert von 0,089 und einem prognostizierten
R2 von 0 nicht aussagekraftig. Wahrend die Einlass- und Auslasstemperatur keinen signifikanten
Einfluss auf die mittlere PartikelgroBe haben, ist der Einfluss der Feststoffkonzentration sehr sig-

nifikant. Das Modell weist eine geringe Standardabweichung auf sowie eine gute
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Vorhersagbarkeit fir den xso-Wert von zukUnftigen Produkten, der mittels Formel 5-18 berechnet
werden kann. Im Haupteffektdiagramm (Abbildung 5-48) des xso-Wertes kann man leicht erken-

nen, dass bei steigender Beta-Glucan-Konzentration die mittlere Partikelgrée ansteigt.

Tabelle 5-36: P-Werte der Parameter fir die jeweiligen Antwortvariablen und Modellzusammen-
fassung des vollfaktoriellen Versuchsplans zur Untersuchung der Herstellungsmethode von was-
serldslichen Beta-Glucan-Partikel mittels Sprihtrocknung nach Rickwadrtselimination, a fir Aus-
schluss = 0,1 ** = ohne Wert, da das Modell keine Terme enthalt

Antwort
Variable Xs0 Span Ausbeute
Parameter
Konzentration [%] 0,000 *x nicht signifikant
Einlasstemperatur [°C] | nicht signifikant * 0,089
Auslasstemperatur [°C] | nicht signifikant * nicht signifikant
p-Wert des Modells 0,000 * 0,089
S 0,0493966 um * 15,2836 %
R2 [%] 94,80 * 28,76
R(prog) [%] 91,63 xx 0,00

Xs0 = 0,8911 + 0,4972 Konzentration Formel 5-18

Konzentration [%] Einlasstemperatur [°C] Auslasstemperatur [°C]
14 .
13
=
o
<
- 12 . A
o
Z L .
g 11
g
=
1,0
.
0,9
0,10 1,00 90 10 40 50

Abbildung 5-48: Haupteffektdiagramm fir xso des vollfaktoriellen Versuchsplans zur Untersu-
chung der Herstellungsmethode von wasserldslichen Beta-Glucan-Partikel mittels Sprihtrock-
nung, nicht im Modell enthaltene Terme sind grau hinterlegt

Bei der Herstellung der Beta-Glucan Partikel mittels Sprihtrocknung entstanden gut flieBende

feine Pulver, die wenige groBere, leicht zerstdrbare Agglomerate enthielten. Die Partikel der Probe
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N1 wurden mittels Elektronenmikroskop visualisiert (Abbildung 5-49). Die Partikel weisen Uber-

wiegend eine runde Form auf. Ein GroBteil der Partikel ist an ein oder mehreren Stellen eingedellt.

Abbildung 5-49: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der mittels Sprihtrocknung herge-
stellten Betra-Glucan-Partikel 10000-fache VergrdBerung, vermessen bei einer Arbeitsspannung
von 10 kV, Balken 2 8 um

552 Fazit

Sprihtrocknung ist ein geeignetes Verfahren, um runde Partikel definierter GroBe aus einer Lo-
sung, Suspension oder Emulsion herzustellen. Betrachtet man den Sprihtrocknungsprozess ge-
nauer, gibt es einige Herstellungsparameter mit denen sich die PartikelgréBe, Form, Ausbeute
und Restfeuchte einstellen lassen. Bei dem in diesem Kapitel betrachteten Herstellungsprozess
lasst sich die PartikelgrofRe ausschlieBlich mittels Feststoffkonzentration steuern. Dass andere Pro-
zessparameter einen nicht signifikanten Einfluss auf die Partikelgré3e haben, kann unter anderem
daran liegen, dass sich diese nicht so weit variieren lassen, wie die Feststoffkonzentration einer
gut 16slichen Substanz und daher der Effekt nicht gréBer als das Rauschen ist. Werden sehr kleine
Partikel hergestellt, ist die Ausbeute gering, da ein GrofBteil der Partikel nicht vom Luftstrom ge-
trennt werden kann. Mit dem Minisprihtrockner B-290 der Firma Buchi lassen sich Partikel kleiner

1 um herstellen, wenn auch mit einer geringen Ausbeute von unter 40 %.
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5.6 Vergleich der verschiedenen Herstellungsmethoden

Bevor nanopartikuldre Wirkstofftrager hergestellt werden k&nnen, muss eine geeignete Herstel-
lungsmethode ausgewahlt oder entwickelt werden. Diese Herstellungsmethode sollte die Eigen-
schaften des Wirkstoffes und der Hilfsstoffe berticksichtigen und geeignet sein, um Polymerpar-
tikel herzustellen, die dem Zielproduktprofil entsprechen. Die Herstellungsmethode muss zu Be-
ginn noch keine Partikel generieren, die allen definierten Qualitdtsmerkmalen entsprechen, da

eine Anpassung der Methode in der spateren Optimierungsphase maglich ist.

Um die Auswahl einer geeigneten Herstellungsmethode zu vereinfachen, wurden in dieser Arbeit
verschiedene Methoden zur Herstellung von Polymernanopartikeln vorgestellt. Um ein umfang-
reiches Prozessverstandnis zu gewinnen, wurden ausgewahlte Methoden angewendet, genauer

untersucht und im Hinblick auf das Erreichen des Zielproduktprofiles optimiert.

In diesem Kapitel meiner Arbeit soll zusammengefasst werden, welche Methoden bei bestimmten
Wirkstoff- und Polymereigenschaften zur Herstellung von nanopartikuldren Tradgern geeignet
sind, welche wesentlichen Unterschiede es gibt und welche Vor- und Nachteile die jeweiligen

Methoden bieten.

Wirkstoffeigenschaften, die einen wesentlichen Einfluss auf ihre Verarbeitbarkeit in oder an nano-
partikuldren Trager haben, sind in erster Linie die Ldslichkeit, die Ladung bzw. Polaritat des Wirk-
stoffes sowie das Molekulargewicht. Die ersten beiden sollten bei der Auswahl einer geeigneten
Herstellungsmethode bericksichtigt werden, da sie Einfluss darauf haben, in welcher Phase der
Wirkstoff geldst werden kann und ob eine direkte Interaktion mit dem Polymer, z.B. durch ioni-
sche Wechselwirkungen, mdaglich ist. Das Molekulargewicht kann, je nach Herstellungsmethode,
einen Einfluss auf die Beladungseffizienz haben. Dies wurde z.B. von Diedrich und Valentin far
Proteine gezeigt, die mittels ionischer Gelierung verkapselt wurden [124,125]. Es gibt auch Wirk-
stoffeigenschaften, die zwar keinen direkten Einfluss auf den Herstellungsprozess haben, die den-
noch vor Auswahl der Herstellungsmethode berucksichtigt werden sollten. Dazu gehdren vor al-
lem die Potenz des Wirkstoffes und die daraus resultierende benétigte Konzentration des Wirk-
stoffes am Wirkort. Bei hochpotenten Wirkstoffen reicht eine geringe Wirkstoffbeladung bereits
aus, um ein funktionelles Drug Delivery System zu bilden. Wirkstoffe mit geringerer Potenz mds-
sen in weit hoheren Konzentrationen im Vehikel vorliegen. Daher sind fiir diese nur Methoden

mit einer hohen Beladungskapazitat geeignet. Fur das genaue Design des Drug Delivery Systems
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sollte im Vorfeld bekannt sein, wie der Wirkmechanismus des Wirkstoffes ist, welcher Wirkort
angesteuert werden soll und welche Gewebe und Zellen aufgrund seiner Toxizitat und seines
Nebenwirkungsspektrums umgangen werden sollen. Da dies fur jedes Drug Delivery System sehr
individuelle Aspekte sind, sollten sie im Zielproduktprofil bertcksichtigt werden und beim Desig-

nen des Drug Delivery Systems und der Auswahl des Polymers besonders bertcksichtigt werden.

Die Auswahl des Polymers und die Auswahl einer Herstellungsmethode bedingen sich gegensei-
tig. Nach genauerer Betrachtung des Wirkstoffes kénnen mehrere Polymere wie auch Herstel-
lungsmethoden im Fokus stehen. Es sollten nur Polymere in Betracht gezogen werden, die mit
dem Wirkstoff kompatibel sind. Treten ungewollte Wechselwirkungen zwischen Wirk- und Hilfs-
stoffen auf, kann dies zu einem Versagen des Drug Delivery Systems fihren. Im Zielproduktprofil
sollte definiert werden, welcher Anspruch an die Freisetzung des Wirkstoffes besteht und welche
Eigenschaften das Polymer dementsprechend mit sich bringen muss. Polymere, die physiologisch
schnell zersetzt werden, setzten Wirkstoffe potenziell schneller frei als stabilere Polymere. Poly-
mereigenschaften, die einen direkten Einfluss auf die Verarbeitbarkeit mit einer bestimmten Her-
stellungsmethode haben, sind wie beim Wirkstoff die Loslichkeit, die Ladung bzw. Polaritat des
Polymers sowie das Molekulargewicht. Diese Eigenschaften beeinflussen, ob das Polymer in der-
selben Phase wie der Wirkstoff geldst wird und welche Wechselwirkungen das Polymer eingehen
kann. Ist ein Polymer schwer oder gar nicht 16slich, stehen nur die Top Down Methoden zur Aus-

wahl. In dem Fall misste der Wirkstoff nach Partikelherstellung in das System eingebracht werden.

Aus Abbildung 5-50 kann entnommen werden, welche Herstellungsmethoden potenziell verwen-
det werden kénnen, wenn Wirkstoff und Polymer bestimmte Losungseigenschaften besitzen oder
geladen sind. Werden die zur Auswahl stehenden Herstellungsmethoden im Anschluss gegen das
Zielproduktprofil abgeglichen, sollte sich bereits herauskristallisieren, welche Methoden zielfiih-

rend sein kdnnen.
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Wirkstoff Laslich in org. Lslich in wéssrigen Geladen
Losungsmittel Ldésungen
Polymer L?slich in org. Léslichﬁin wassrigen Loslichin org. Loslich in wassrigen Geladen Zwei geladen Unlaslich
Losungsmittel Lésungen Lésungsmittel Losungen Polymere
| | L
* Nanoprazipitation + Spruhtrocknen + Losungsmittel * Spruhtrocknen * lonische * Komplexe * Mahlung
+ Dialyse aus Emulsion Evaporation mit aus Losung Gelierung Koazervation
» Sprihtrocknenaus * Koazervation Doppelemulsion * Koazervation + Sprihtrocknen / ionische
Losung » Sprihtrocknen aus Losung Gelierung
+ Ldsungsmittel aus Emulsion
Evaporation mit « Koazervation

Einfachemulsion
* Reverse Salting
out

Abbildung 5-50: Auflistung potenzieller Herstellungsmethoden fir nanopartikuldre Wirkstofftrdger aus Polymeren in Abhdngigkeit von Ldslichkeit und

Ladung von Wirkstoff und Polymer, Erlduterungen im Text
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Neben bestimmten Eigenschaften des Wirkstoffes und des Polymers sollten auch gewiinschte
Eigenschaften des Drug Delivery Systems in die Methodenauswahl einflieBen. Die Position des
Wirkstoffes bzw. seine Verteilung im Drug Delivery System hat groBen Einfluss auf seine Freiset-
zung [126]. Bei Nanokapseln und Nanospharen wird die Freisetzung durch die Zersetzung des
Polymers oder die Diffusion des Wirkstoffes durch die Matrix bestimmt [127]. Ist der Wirkstoff an
der Oberflache adsorbiert, bestimmt die Desorption den Freisetzungsprozess [127]. Auch die Sta-
bilitat des Wirkstoffes und sein in vivo Abbau kann durch den Aufbau des Drug Delivery Systems
beeinflusst werden. Oberflachennahe Strukturen reagieren zuerst mit dem umgebenden Medium
[127]. Ist der Wirkstoff an der Oberflache des nanopartikularen Tragers adsorbiert, kénne dieser
schneller abgebaut werden, als wenn der Wirkstoff in einem stabilen Polymer verkapselt ist. Um
das Drug Delivery Sytem in Hinblick auf die gewlinschte Pharmakokinetik zu optimieren, sollte
klar definiert sein, welches Zielgewebe bzw. welche Zielzelle erreicht werden soll, in welchen Zell-
oder Gewebetypen sich der Wirkstoff nicht oder nur in geringen Konzentrationen verteilen soll

und ob es bestimmte Anforderungen an die Metabolisierung oder Elimination gibt.

Bei der Auswahl einer Herstellungsmethode ist nicht nur wichtig, ob sich durch sie Partikel gene-
rieren lassen, sondern auch, ob diese Partikel dem Zielproduktprofil entsprechen kénnen. Jede
Herstellungsmethode hat Vor- und Nachteile und vor allem ihre Grenzen. Selbst durch eine aus-
fuhrliche Optimierungsphase kann nicht mit jeder Herstellungsmethode ein Drug Delivery System
hergestellt werden, das den Anforderungen entspricht. Anforderungen, die eine Herstellungsme-
thode ausschlieBen, sind zum Beispiel eine hohe Beladungskapazitat, eine enge PartikelgroBen-
verteilung, der Einsatz von bestimmten Losungsmitteln, die evtl. nicht vollstandig entfernt werden
konnen oder das Risiko den Wirkstoff durch Einsatz von Hitze, Saure, Scherkraften oder anderen

physikalischen oder chemischen Stress zu zerstéren.

Bei der Nanoprazipitation werden Polymer und Wirkstoff in einem Losungsmittel geldst, das mit
einem Nichtlésungsmittel, meist Wasser, mischbar ist. Durch das Zugeben des Nichtlésungsmit-
tels fallen Polymer und Wirkstoff als Partikel aus [29]. Die PartikelgréBe wird hauptsachlich Gber
die Stabilisatorart und -konzentration gesteuert, sowie Uber die Polymerkonzentration und die
Loslichkeit des Polymers im Losungsmittelgemisch [30,128]. Diese Einflussparameter sind gut und
reproduzierbar einstellbar. Auch die Partikel, die dabei entstehen, weisen eine gut definierte Par-

tikelgroBe mit enger PartikelgroBenverteilung auf [30]. Die PartikelgréBenverteilung und
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Skalierbarkeit |&sst sich verbessern, indem man die Methode mit der Mikrofluidtechnologie kom-
biniert. Neben all diesen Vorteilen handelt es sich bei der Nanopréazipitation zudem um eine Her-
stellungsmethode, fur die man nur einfaches Equipment benétigt und die einen geringen Zeit-
aufwand erfordert. Schwachen dieser Methode sind die begrenzte Beladungseffizienz und -ka-
pazitat. Besonders die Beladung mit hydrophilen Wirkstoffen fallt aufgrund der schnellen Diffu-
sion in die wassrige Phase gering aus, kann jedoch durch Anderung des pH-Wertes oder Salzzu-
gabe verbessert werden [128]. Ein weiterer Nachteil ist die eingeschrankte Auswahl der Losungs-
mittel, da Losungsmittel und Nichtlésungsmittel miteinander mischbar sein missen und beide

zudem biokompatibel sein mussen.

Die Dialysemethode unterscheidet sich von der Nanoprazipitation hauptsachlich dadurch, dass
Losungsmittel und Nichtldsungsmittel durch eine Membran mit definiertem Cut-Off getrennt
werden. Vorteil der Membran ist, dass durch den passiven Transport von Losungsmitteln die Par-
tikelgroBe besser gesteuert werden kann [30]. Zudem ist die PartikelgroBenverteilung des Pro-
duktes gering [30]. Die Methode ist jedoch deutlich langsamer, erfordert mehr Equipment und ist

nicht skalierbar, im Gegensatz zur Nanoprazipitation.

Bei Methoden, bei denen zuerst Tropfchen hergestellt werden, sei es als Emulsion oder Nebel,
wird die PartikelgréBBe und PartikelgroBenverteilung von der TropfchengréBe bzw. Tropfchengro-
Benverteilung mitbestimmt. Entweder bildet sich aus einem Tropfchen ein Nanopartikel, oder fur
den Fall, dass es zu Koaleszenz kommt, entsteht ein Nanopartikel aus mehreren Tropfchen [129].
Ein Nanopartikel besteht dementsprechend aus ahnlich viel Polymer, wie vorher in dem Tropfchen
bzw. den Tropfchen vorhanden war. Entstehen keine hohlen oder porésen Partikel, musste die
PartikelgroBe direkt von der Polymerkonzentration im Tropfchen abhangen. Daraus ergibt sich
der Vorteil, dass die PartikelgroBe tber die TropfchengréBe gut gesteuert werden kann und zu-
gleich der Nachteil, dass die PartikelgroBenverteilung oft sehr weit ist, da bei den meisten Her-
stellungsmethoden die TropfchengréBe sehr ungleichmaBig ist und es zudem zu Koaleszenz
kommen kann. Um eine engere TropfchengroBenverteilung zu erhalten, kdnnte eine Emulsion
oder ein Nebel wie beim Nanosprihtrockner mithilfe einer Membran hergestellt werden. Die
TropfchengroBe ist dann durch die PorengréBBe der Membran vordefiniert. Durch diese Technik

lassen sich unter bestimmten Bedingungen monodisperse Emulsionen herstellen [130]. Dies ware
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eine Moglichkeit, um auch bei der Einfach- und Doppelemulsion-Losungsmittelevaporationsme-

thode und der Reverse Salting-Out Methode eine engere PartikelgroBenverteilung zu erzielen.

Die Herstellung von Nano- und Mikropartikeln mittels Sprihtrocknung hat auBerdem den Vorteil,
dass dies auch ohne Einsatz eines organischen Losungsmittels geschehen kann [131]. Zudem han-
delt es sich um ein kontinuierliches und reproduzierbares Verfahren [132]. Das Produkt ist ein
trockenes Pulver, das physikalisch, chemisch und mikrobiologisch stabiler ist als eine Suspension.
Durch das Versprihen einer Losung, Suspension oder Emulsion kann ein komplexer Partikelauf-
bau erreicht werden, wie dies zum Beispiel bei der Herstellung von Nano- in Mikropartikeln der
Fall ist [85]. Da das Losungsmittel oft durch Warme evaporiert wird, ist diese Methode nur bedingt
fur warmelabile Wirkstoffe oder Polymere mit geringem Schmelzpunkt geeignet. In jedem Fall
sollte die Auslasstemperatur entsprechend gewahlt werden. Nachteil dieser Methode ist, dass die
trockenen Pulverpartikel vom Luftstrom getrennt werden mussen. Wie in Kapitel 5.4 gezeigt, ist
eine effiziente und vollstandige Abscheidung fur Partikel im Nanometerbereich eine Herausfor-
derung. Werden die Partikel Uber einen Zyklon abgeschieden, kann man zwar einen grof3en
Durchsatz erzielen, verliert jedoch einen Grof3teil der Partikel unter einem Mikrometer. Die Sam-
melelektrode des Nanosprihtrockners ist bei der Abscheidung kleiner Partikel deutlich effizienter,
dieses Verfahren ist jedoch zu zeitaufwandig, um groBe Mengen Nanopartikel herzustellen.
Spruhtrocknungsverfahren, bei denen eine Tropfchenherstellung mittels Vernebler mit der Ab-
scheidetechnik einer Sammelelektrode kombiniert wird, birgt meiner Meinung nach dennoch ein
groBes Potential. Ein Kompressor- oder Ultraschallvernebler oder eine grél3ere Membranflache
kdnnten zu einem hdheren Durchsatz fihren, wobei bei Verwendung von Kompressor- oder Ult-

raschallverneblern auch mit einer breiteren PartikelgréBenverteilung zu rechnen ist.

Die Losungsmittelevaporation bietet den Vorteil, dass sowohl lipophile als auch hydrophile Wirk-
stoffe in nanopartikulare Trager eingebracht werden kénnen, je nachdem, ob zuvor eine Einfach-
oder eine Doppelemulsion hergestellt wurde [133]. Zudem ist es moglich eine hohe Beladungs-
effizienz zu erzielen wie in Kapitel 5.1 gezeigt wurde. Nachteilhaft ist es, dass flichtige organische
Losungsmittel eingesetzt werden, wovon einige, wie zum Beispiel Dichlormethan, toxisch sind
[133]. Vor Einsatz am Menschen muss auf Losungsmittelriickstande gepriift werden. Das Evapo-
rieren des Losungsmittels ist meist zeitaufwandig, kann aber durch Einsatz eines Rotationsver-

dampfers beschleunigt werden.
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Wird die Reverse Salting-Out Methode angewendet, kdnnen auch mit Wasser mischbare Lo-
sungsmittel verwendet werden [30]. Diese weisen oft eine geringere Toxizitat auf als Losungsmit-
tel, die nicht mit Wasser mischbar sind. Aufgrund der Lésungsmittelauswahl ist diese Methode
besonders praktisch, wenn Wirkstoff und Polymer in polaren Losungsmitteln 16slich sind. Dadurch,
dass der wassrigen Phase eine groBe Salzmenge hinzugeflgt wird, bilden sich die zwei Phasen
der Emulsion aus [30]. Die hohe Salzkonzentration der kontinuierlichen Phase kann jedoch die
Stabilitat einiger Wirkstoffe beeinflussen. Zudem kann es eine Herausforderung darstellen, das

restliche Salz aus dem Endprodukt zu entfernen.

Damit sich aus Polymeren Nanopartikel mittels Koazervation herstellen lassen, sollten die Poly-
merstrange eine gewisse Affinitat zueinander haben und durch Anderung des pH-Wertes, Tem-
peratur, lonenstarke oder des Losungsmittels zur Phasenseparation neigen [35]. Bei der einfachen
Koazervation kommt es aufgrund einer Dehydratisierung des Polymers zur Ausbildung des Ko-
azervats [35]. Bei der komplexen Koazervation wird dieser Prozess durch elektrostatische oder
hydrophobe Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Kréfte oder dem Ausbilden intermolekularer
Wasserstoffbriickenbindungen ausgeldst [35]. Damit sich wirkstoffhaltige Partikel bilden, sollte die
Grenzflachenspannung zwischen partikularem Wirkstoff und Koazervat sehr gering sein, sodass
das Polymer den Wirkstoffpartikel komplett umhullt [34]. Bei geléstem Wirkstoff sollte sich der
Wirkstoff in der Koazervatphase anreichern. Dementsprechend ist diese Methode nur geeignet,
wenn Wirkstoff, Polymer bzw. Polymere und Solvent in einem bestimmten Affinitatsverhaltnis zu-
einanderstehen. Wenn die Edukte zu dieser Herstellungsmethode passen, bietet sie den Vorteil,
dass es sich um ein schonendes Verfahren handelt, das auch fir empfindliche Substanzen geeig-

net ist. Zudem kann teilweise oder komplett auf organische Losungsmittel verzichtet werden.

Bei der ionischen Gelierung entstehen Gelpartikel aus einem geladenen Polymer, das elektrosta-
tische Wechselwirkungen mit einem mehrfach geladenen Gegenion oder einem mehrfach gela-
denen anderen Polymer eingeht. Diese Methode ist dementsprechend auf geladene Polymere
beschrankt. In Kapitel 5.2 wurde gezeigt, dass es sich um ein sehr empfindliches System handel,
das nicht leicht steuerbar ist. Die in Kapitel 5.3 durchgefihrten Versuche zeigen, dass, selbst wenn
Polymere in der Lage sind, Gelpartikel auszubilden, es immer noch eine groBe Herausforderung
ist, dass sich diese im Nanometerbereich befinden. Wenn passende Reaktionsbedingungen ge-

funden wurden, bietet diese Methode milde Reaktionsbedingungen, die auch fur empfindliche
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Wirkstoffe geeignet sind. Zudem ist sie einfach und mit wenig Equipment durchfihrbar. Eine bes-

sere Skalierbarkeit kann durch das Einsetzten eines Mikromischers erreicht werden.

Sind Polymere komplett unldslich, stehen die bislang genannten Methoden zur Herstellung von
Nanopartikeln nicht zur Auswahl. Méchte man dennoch Partikel aus diesen Polymeren gewinnen,
kdnnen Top Down Methoden gewahlt werden. Eine oft verwendete Top Down Methode ist die
Mahlung, insbesondere Nassmahlungen sind fur die Herstellung von Nanopartikeln geeignet. Die
Mahlung bietet den groBBen Vorteil, dass sie anwendbar fir die unterschiedlichsten Materialien
ist. Um elastisch verformbare Polymere zu zerkleinern, kann die Herstellungstemperatur gesenkt
werden [134]. Eine Mahlung birgt die Gefahr, dass es zum Bruch von kovalenten Bindungen
kommt und das Polymer zerstort bzw. verandert wird [134]. Zudem kann es zu einer Kontamina-

tion des Produktes durch das Mahlmedium oder Mahlkugeln kommen.
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6 Gesamtfazit

Auch wenn Nanopharmazeutika ein groBes Potential in vielen Bereichen der Therapie, Diagnostik
und Pravention von Krankheiten bieten, haben bislang nur eine kleine Anzahl ihren Weg in die
therapeutische Anwendung gefunden. Dies liegt unter anderem daran, dass die gezielte Herstel-
lung und die herstellbegleitende Analytik zur Sicherstellung der Qualitat dieser Nanopharmazeu-
tika immer noch eine Herausforderung darstellt. In der frGhen Phase der Formulierungs- und
Methodenentwicklung steht das Finden und Optimieren einer Herstellungsmethode im Fokus, die

zielsicher und reproduzierbar zu einem Produkt mit definierter Qualitat fuhrt.

Um zuklnftige Entwicklungen einfacher zu gestalten, war es Ziel dieser Arbeit, eine Strategie zu
entwickeln, wie Methoden zur Herstellung von nanopartikularen Wirkstofftragern untersucht und
optimiert werden konnen, so dass zielsicher Partikel mit konstanter Qualitat entstehen. Die Her-
stellungsmethoden sollen durch dieses strategische Vorgehen besser verstanden werden und der
Prozess kontrollierbar und steuerbar gemacht werden. Zusatzlich sollten verschiedene Herstel-
lungsmethoden miteinander verglichen werden, um leichter zu verstehen, mit welchen Methoden
nanopartikulare Wirkstofftrager mit den gewilinschten Eigenschaften hergestellt werden kdnnen

und welche fur bestimmte Falle nicht oder weniger gut geeignet sind.

Um dieses Ziel umzusetzen, wurden in dieser Arbeit verschiedene Herstellungsmethoden durch-
gefuhrt und untersucht, wahrend weitere Herstellungsmethoden im Methodenvergleich theore-
tisch behandelt wurden. Im praktischen Teil wurden zwei Varianten der Doppelemulsion-L&-
sungsmittelevaporationsmethode zur Herstellung von PLGA-Nanopartikeln unter Anwendung
des Prinzipes Quality by Design ausfihrlich untersucht, optimiert und miteinander verglichen. Im
Anschluss wurden beide Varianten kombiniert, um eine maglichst grol3e Vielfalt an Nanopartikeln

mit unterschiedlichen, aber definierten Eigenschaften herzustellen.

Ein 8hnlicher, etwas verkirzter Ansatz wurde fir die Herstellung von Chitosan-Carboxymethylcel-
lulose-Nanopartikeln mittels ionischer Gelierung gewahlt. Nachdem die Methode ausfiihrlich mit-
tels Screening- und Wirkungsflachenversuchsplan untersucht und optimiert wurde, sollten im An-
schluss die finalen Partikel hergestellt werden. Dies gelang nur méaBig, was moglicherweise auf
den weiten Bereich und die Hohe der Zielproteinbeladung zurickzufihren ist, die gewahlt wur-

den.
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Fur die Optimierung der sprihgetrockneten Beta-Glucan Partikel wurde statt einer Kombination
aus Screening- und Wirkungsflachenversuchsplan eine einschrittige Optimierung mittels vollfak-
toriellen Versuchsplan gewahlt. Durch diesen Ansatz kann mit wenig Aufwand eine Methode gut
untersucht und optimiert werden, wenn nur wenige Parameter untersucht werden sollen. Da kein
Wirkungsflachenversuchsplan durchgefihrt wird, kénnen oftmals keine Aussagen Uber Krim-
mungen und Wechselwirkungen getroffen werden. Wenn der Einfluss der Parameter im gewahl-
ten Bereich weitestgehend linear ist, kann die Optimierung eines Produktes mit weniger Aufwand

genauso genau und erfolgreich sein.

Nachdem drei Herstellungsmethoden nach dem Prinzip von Quality by Design und mittels statis-
tischer Versuchsplanung optimiert wurden, konnte ich mir ein ausfuhrliches Bild Gber den Nutzen
dieses Ansatzes machen. Zudem wurde dadurch besser verstandlich welches Vorgehen fir eine
gezielte Optimierung gewahlt werden sollte und worauf bei einer solchen Optimierung geachtet

werden sollte.

Bei der Entwicklung von neuen Arzneimitteln nach dem Prinzip von Quality by Design ist ein gut
und klar definiertes Zielproduktprofil der Schlissel fur eine gezielte Methodenentwicklung und
Methodenoptimierung. Dies ist wichtig, da auf diesem QTPP die Auswahl der kritischen Qualitats-
merkmale basiert. Wird zu Beginn einer Entwicklung ein Produktmerkmal nicht untersucht, das
aber relevant fur die Qualitat des Endproduktes ist, entsteht moglicherweise eine Licke in der
Entwicklung, die nur mit hohem Aufwand wieder geschlossen werden kann. Eventuell muss ein
kompletter Abschnitt der Entwicklung wiederholt werden. Die Zielwerte der CQA bzw. die Spezi-
fikationen sollten zudem so gewahlt werden, dass sie das Erreichen des QTPP sicherstellen. Dies
erfordert bereits ein gewisses Vorwissen Uber den klinischen Effekt eines Produktes, das in einer
sehr frihen Phase der Entwicklung maglicherweise noch nicht vorhanden ist. Die Zielwerte kon-
nen sich daher im Laufe einer Entwicklung verandern. Wird ein neu definierter Zielwert von den
Ergebnissen der statistischer Versuchsplanung und dem multidimensionalen Versuchsraum ab-
gedeckt, bedarf es keiner neuen Optimierung der Methode. Im besten Fall weifl man zu diesem
Zeitpunkt der Entwicklung bereits, welche Parameterkombination zu dem spezifizierten Zielwert

fahrt.

Bei der Optimierung einer Herstellungsmethode erwies es sich als sehr hilfreich diese in be-

stimmte Phasen einzuteilen. Jede Methodenoptimierung sollte mit einem praktischen
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Ausprobieren der Herstellungsmethode anfangen. Bei diesen Vorversuchen sollte genau beo-
bachtet werden, welche Herstellungsparameter es gibt, die potenziell die Eigenschaften des End-
produktes beeinflussen kdnnen. Diese Erkenntnisse sind fur die Planungsphase der Optimierung
wichtig. In der Planungsphase sollten moglichst alle Prozessparameter gesammelt werden, die
Einfluss auf das Endprodukt und die CQA haben kénnen. Fur die Herstellung der PLGA-NP hatte
ich mich fUr einen systematischen Ansatz mittels Ursachen-Wirkungsdiagramm entschieden. Dies
hat sich als sehr nttzlich erwiesen, um systematisch Einflussfaktoren zu sammeln. Ein wesentlicher
Teil der Planungsphase ist das Auswahlen der Einflussfaktoren, die untersucht werden sollen. Da-
bei sollten neben dem erwarteten Effekt auch der Aufwand und damit verbundene Kosten be-
rUcksichtigt werden. Fundiertes Wissen Uber die Methode ist bei der Auswahl sehr nitzlich. Eine
ausflhrliche Recherche ist insbesondere bei komplexen Methoden duBerst hilfreich, jedoch auch
mit einem hohen Zeitaufwand verbunden. Bei weniger komplexen Herstellungsprozessen oder
bei Prozessen, die in ahnlicher Form bereits haufiger durchgefuhrt wurden, l&sst sich dank des
vorhandenen allgemeinen Prozessverstandnisses oft auch in kurzer Zeit eine fundierte Auswahl
treffen. Handelt es sich um besonders aufwendige Methoden, groRe Chargen oder kostspielige
Materialien, rechnet sich eine intensivere Planungsphase meistens. Um den Aufwand nicht unné-
tig groB zu gestalten, sollte bertcksichtigt werden, dass nicht alle Einflussfaktoren untersucht wer-

den mussen, um den Prozess und die CQA gut steuern zu kdnnen.

Sollen mehrere Parameter untersucht werden, sprich je nach Aufwand der Methode mehr als drei
oder vier, empfiehlt es sich die Methodenoptimierung in eine Screening Phase und eine Optimie-
rungsphase einzuteilen. Besteht bereits ein gutes allgemeines Wissen Uber die Herstellungsme-
thode und ist der Effekt der unterschiedlichen Prozessparameter bekannt, kénnen diese zwei Pha-
sen zusammengefasst werden oder nur eine Optimierungsphase durchgefihrt werden. Durch
Screening-Versuchsplane kdnnen viele Parameter gleichzeitig untersucht werden und jene iden-
tifiziert werden, die den groBten Effekt auf die CQA haben. Zudem erfahrt man, welche der un-
tersuchten Prozessparameter unkritisch fur die CQA sind. Diese Phase ist dementsprechend kein
einfacher Vorversuch der Optimierungsphase, sondern eine komplett eigenstandige, wertvolle
Phase der Entwicklung. Erkenntnisse dieser Phase kénnen bis zum Ende einer Entwicklung zur
Entscheidungsfindung beitragen. Wie der Name schon sagt, ist die Optimierungsphase der Kern
einer jeden Optimierung. Auch wenn nur wenige Parameter untersucht werden, kénnen die Er-

kenntnisse dieser Phase ausreichen, um ein Produkt nach Wunsch anzupassen und zu
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modellieren. Durch Wirkungsflachenversuchsplane kdnnen Wechselwirkungen zwischen den Pa-
rametern und Krimmungen der einzelnen Parameter gleichzeitig aufgedeckt werden. Sind bei
einer Methode Wechselwirkungen und Krimmungen in relevantem MaB vorhanden, ist die Vor-
hersagbarkeit von Screening und vollfaktoriellen Versuchsplanen nicht mehr ausreichend, um die
spezifizierten CQA durch gezieltes Anpassen der Prozessparameter zu treffen. In solchen Fallen
sind Wirkungsflachenversuchspldne unverzichtbar, um komplexe Zusammenhange adédquat ab-

zubilden und um die CQA zu erreichen.

Um die Optimierung und die daraus gewonnenen Erkenntnisse zu bestatigen, sollte zum Ab-
schluss eine Verifizierungsphase angeschlossen werden. In dieser Phase werden zuerst aus ge-
wahlten Prozessparametern die theoretischen Werte der CQA bestimmt und dann das Produkt
hergestellt. Die tatsachlichen Ergebnisse sollten dann innerhalb des Konfidenzintervalls liegen.
Das Herstellen der finalen Partikel kann auch als Verifizierungsphase angesehen werden. Je nach
Aufwand einer Methode, empfiehlt es sich zunachst, eine Charge herzustellen und vollstandig zu
analysieren, bevor weitere Chargen hergestellt werden. Wenn man es fir angemessen halt, kann
man auch direkt nach einem Screening-Versuchsplan einen Verifizierungsschritt einbauen. Tref-
fen die Ergebnisse die Erwartungen, ist dies ein Indiz dafur, dass Zusammenhange linear sind. In
diesem Fall kann man sich Gberlegen, ob man die Methodenoptimierung damit abschlieBt, ohne
eine zusatzliche Optimierungsphase anzuschlieBen. Dies empfiehlt sich vor allem bei begrenztem
Budget oder néher rickender Deadline und wenn bereits ein Produkt hergestellt werden kann,

das innerhalb der Spezifikationen liegt.

Werden statistische Versuchsplane zur Methodenoptimierung eingesetzt, sollten ein paar Dinge
beachtet werden, damit keine voreiligen Schlisse gezogen werden. Die Signifikanz eines Para-
meters ist von den gewahlten Faktorstufen abhangig. Daher sollten Faktorstufen angemessen
ausgewahlt werden. Werden die Faktorstufen zu eng gewahlt, kénnen wesentliche Effekte im
Rauschen untergehen. Dies passiert vor allem, wenn andere Faktorstufen im Verhaltnis deutlich
weiter gewahlt wurden. So kann es sein, dass ein Parameter falschlicherweise als nicht signifikant
eingestuft wird. Werden die Faktorstufen zu weit gewahlt, kann es sein, dass die Methode nicht
mehr funktioniert oder Randeffekte auftreten, die nicht den wesentlichen Teil der Methode dar-
stellen. Durch das Rauschen kann es sein, dass der Effekt eines Parameters Gberdeckt wird. Dieser

Parameter ist dann nicht siknifikant und man wirde ihn nicht nutzen, um die Zieleigenschaften
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zu steuern. Alternativ kann man versuchen das Rauschen zu verringern indem man alle Parameter,
die nicht varriiert werden, so konstant wir maglich halt. Gelingt dies nicht oder ist das Rauschen
so groB, dass kein oder zu wenige signifikante Faktoren identifiziert werden kénnen, sollte man
noch einmal in die Planungsphase zurlickkehren, um mdagliche Ursachen zu finden. Méglicher-
weise muss eine eigenstandige Untersuchung angeschlossen werden, um herauszufinden, wie
das Rauschen eingegrenzt werden kann. Daher ist es auch wichtig, dass die angewendeten ana-
lytischen Methoden zur Bestimmung der CQA eine gute Prazision aufweisen, wenn sie im Rahmen
der statistischen Versuchsplanung angewendet werden. Schwanken die Ergebnisse zu sehr, er-
hoht dies auch das Rauschen des DoE und begunstigt uneindeutige Ergebnisse. Im Optimalfall ist
die analytische Methode eigens fur die Anwendung in der statistischen Versuchsplanung validiert
worden mit enstprechend hohen Ansprichen an die Prazision. Einen statistischen Versuchsplan
fur die Auswertung von Zellversuchen oder in-vivo-Versuche zu nutzen, ist besonders herausfor-
dernt, da sie auch bei korrekter Umsetzung eine hohe Streuung aufweisen und oft eine geringere
Prazision haben als chemisch-physikalische Messmethoden. Eine Erhéhung der Replikationen ei-
nes Versuchsplanes hilft dabei zufallige Streuungen rauszurechnen und das Rauschen zu verrin-

gern.

Bei der Herstellung der Chitosan-Carboxymethylcurdlan-Partikel hat sich gezeigt, dass das Ent-
wickeln einer funktionierenden Herstellungsmethode in einigen Fallen bereits eine grol3e Heraus-
forderung darstellt. Kénnen die ausgewahlten Produkteigenschaften eindeutig analysiert werden,
kann die statistische Versuchsplanung dabei helfen, erste Zusammenhdnge aufzudecken. Diese
Erkenntnisse kdnnen fur die weitere Methodenentwicklung genutzt werden. Wenn die Ergebnisse
jedoch nicht eindeutig quantifizierbar sind oder schlichtweg kein Produkt entsteht, muss die Me-
thode vorerst in wesentlichen Punkten angepasst werden. Auch ein Ausweichen auf eine andere

Herstellungsmethode sollte in Betracht gezogen werden.

Das gleiche gilt fur das verwendete Equipment. Wie durch den Vergleich der zwei Sprihtrockner
und der zwei Varianten der PLGA-NP-Herstellung gezeigt werden konnte, kann es sein, dass eine
Methode zwar generell geeignet ist, um das gewlinschte Produkt herzustellen, das Equipment

jedoch angepasst werden muss.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Methodenentwicklungen und -optimierungen zeigen das

groBe Potential, aber auch die Grenzen der statistischen Versuchsplanung bei der Herstellung
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von Nanopartikeln. Der sehr systematische Ansatz von Quality by Design und von den Methoden,
die innerhalb dieses Prinzipes beschrieben sind, erwiesen sich als duBerst hilfreich fur die struktu-
rierten Methodenentwicklung. Die in dieser Arbeit entwickelte Strategie zur systematischen Un-
tersuchung und Optimierung von Herstellungsmethoden bietet einen klaren Rahmen, um neue
nanopartikulare Formulierungen effizient zu entwickeln. Zudem wurde eine strukturierte Vorge-
hensweise erarbeitet, die als Leitfaden fur zukilnftige Entwicklungen und Optimierungen dienen
kann. Durch die Anwendung von Quality by Design und statistischer Versuchsplanung kénnen
Herstellprozesse von Nanopartikeln besser verstanden, gezielt gesteuert und reproduzierbar ge-
macht werden. Durch den Vergleich verschiedener Herstellungsverfahren kdnnen gezielt Metho-

den fur spezifische Anforderungen ausgewahlt und angepasst werden.
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7 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Auswahlen, Untersuchen und Optimieren von Methoden
zur Herstellung von Polymernanopartikel als Wirkstofftrager unter Einsatz des Konzeptes ,Quality
by Design” und der statistischen Versuchsplanung. Dazu sollten unterschiedliche Methoden sys-
tematisch untersucht werden, um ein umfangreiches Prozessverstandnis zu erlangen. Dieses sollte
dann genutzt werden, um Partikel herzustellen, die reproduzierbar eine klar definierte Qualitat
aufweisen. Zudem sollten unterschiedliche Herstellungsmethoden untersucht werden, um her-
auszufinden, welche Methode fur welche Partikelart geeignet ist. Im praktischen Teil dieser Arbeit
wurde ein vollstandiger Optimierungsprozess zur Herstellung von PLGA-Nanopartikeln durch die
Doppelemulsions-Lésungsmittelevaporationsmethode durchlaufen, bei dem zuerst das Zielpro-
duktprofil und die kritischen Qualitatsmerkmale ausgearbeitet wurden. Um alle Partikel mit den
definierten Eigenschaften herzustellen, wurden zwei Varianten dieser Herstellungsmethode mit-
tels statistischer Versuchsplanung untersucht und die optimierten Methoden, sowie eine Kombi-
nation aus beiden Varianten genutzt, um die definierten Partikel herzustellen. Im Anschluss wurde
eine hergestellte Partikelart auf ihre Redispergierbarkeit, Stabilitdt und Wirkstofffreisetzung un-
tersucht und die Partikel mittels Elektronenmikroskop visualisiert, um alle im Zielproduktprofil de-
finierte Eigenschaften zu erfassen. Durch den Optimierungsprozess konnten viele wichtige Er-
kenntnisse Uber die Methode gewonnen werden und die definierten Partikel zielsicher und re-
produzierbar hergestellt werden. Ein dhnlicher Optimierungsprozess wurde auf die ionische Ge-
lierung zur Herstellung von Chitosan-Carboxymethylcellulose-Nanopartikel angewendet. Auch
wenn viele wichtige Erkenntnisse gewonnen wurden, war das Herstellen der finalen Partikel wei-
terhin eine Herausforderung. Ein Erfolg war, dass Partikel mit sehr hohem Proteingehalt herge-
stellt werden konnten und es gelang, Partikel mittels Elektronenmikroskop zu visualisieren. Die
ionische Gelierung wurde auch zur Herstellung von Chitosan-Carboxymethylcurdlan-Partikeln
eingesetzt. Auch wenn nach einigen Anpassungen Partikel ausgeféllt werden konnten, wies das
verwendete Carboxymethylcurdlan moglicherweise eine zu hohe Kettenlange auf, um Partikel
kleiner 1000 pm zu generieren. Des Weiteren wurden Chitosan-Partikel mittels Mini- und Nano-
spruhtrockner hergestellt und die Herstellung von Beta-Glucan-Partikeln mittels Minisprihtrock-
ner untersucht. Zum Abschluss wurden die durchgefiihrten sowie nur theoretisch behandelten

Herstellungsmethoden miteinander verglichen und herausgearbeitet welche Methoden fur
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welche Edukteigenschaften geeignet sind. Dies, sowie das systematische Optimieren der durch-

gefuhrten Herstellungsmethoden sollen dabei helfen, zukinftige Entwicklungen zu vereinfachen.

8 Abstract (english version)

Subject of this thesis is the selection, investigation and optimisation of preparation methods for
polymer nanoparticles as drug carriers using the concept of ‘quality by design” and design of
experiment. For this purpose, different methods should be analysed systematically in order to
gain a comprehensive understanding of the process. The gained knowledge shall then be used
to produce particles reproducibly with defined quality. In addition, different preparation methods
were investigated to find out which method is suitable for different particle types. The practical
section of this work involved a comprehensive optimisation process for the production of PLGA
nanoparticles using the double emulsion solvent evaporation method. This process entailed the
initial delineation of the target product profile and critical quality attributes. To produce nanopar-
ticles with defined properties, two variations of the preparation method were investigated utilising
design of experiment. The two optimised methods as well as a combination of both methods
were performed, to produce the defined particles. Then the redispersibility, stability and drug
release of one particle type were analysed and the particles were visualised using electron mi-
croscopy to cover all properties defined in the target product profile. The optimisation process
yielded valuable understanding of the preparation method. Finally, the defined particles were
produced accurately and reproducibly. A similar optimisation process was applied to the ionic
gelation to produce chitosan-carboxymethylcellulose nanoparticles. Even though important
knowledge of the method was gained, the production of the final particles was still challenging
but particles with a very high protein content could be produced successfully and it was possible
to visualise nanoparticles using an electron microscope. The ionic gelation was also utilised to
produce chitosan-carboxymethylcurdlan particles. After some adjustments particles precipitated
successfully, but not in a size range smaller than 1000 um. One reason for that could be, that the
carboxymethylcurdlan that was used, had a too high molecular weight to produce smaller parti-
cles. Furthermore, chitosan particles were produced using mini and nano spray dryers and the
production of beta-glucan particles using mini spray dryers was also investigated. The final stage
of the study involved a comparison of the various preparation methods, both those that had been

carried out and those that had been the subject of theoretical investigation. This comparison
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enabled the identification of the most suitable methods for the specific properties of the raw

materials. This, as well as the systematic optimisation of the production methods used, should

facilitate the simplification of future developments.

9 Anhang

Teile der Informationen in dieser Dissertation werden mit Genehmigung von Minitab, LLC abge-

druckt. Alle Eigentums- und Urheberrechte dieser Materialien verbleiben ausschlieBlich bei Mi-

nitab, LLC. Alle Rechte vorbehalten.

9.1 Verwendete Abkirzungen

A
BCA-Assay
BE

c (OVA)

c (PLGA)

c (PVA)

ca.

CMA

CMC
CM-Cellulose
CM-Curdlan
CPP

CQA

Cu

DLS

DoE

DSD

Dz

ELISA

EMA
EPR-Effektes

Amplitude

Bicinchoninsaure-Assay

Beladungseffizienz

Ovalbumin-Konzentration
Polylactid-co-Glycolid-Konzentration
Polyvinylalkohol-Konzentration

Circa

Critical Material Attributes / Kritische Materialeigenschaften
Carboxymethylcellulose

Carboxymethylcellulose

Carboxymethylcurdlan

Critical Process Parameter / kritische Prozessparameter
Critical Quality Attributes / Kritische Qualitdtsmerkmale
Kupfer

dynamische Lichtstreuung

Design of Experiment / Statistische Versuchsplanung
Definitive Screening Design / Definitiver Screening-Versuchsplan
mittlerer hydrodynamischer Durchmesser / z-Average
Enzyme-linked Immunosorbent Assay

European Medicine Agency

Enhanced Permeability and Retention Effect
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f2

FDA

GmbH
HPLC-grade
ICH

KBE

Kl

LD

LE

Lin. Reg.
mMRNA
MW

N

n

No
Na-CMC
NP

O

o. .

o.r.
OFAT
OVA
PBS-Puffer
PBST-Puffer
PDI

PEG

PG

PLGA
PLGA-NP

Ahnlichkeitsfaktor

Food and Drug Administration
Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Reinheitsgrad geeignet flr Hochleistungsflissigchromatographie
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

Anzahl der Faktoren

Koloniebildende Einheiten
Konfidenzintervall

Laserdiffraktometrie

Beladungseffizienz

Lineare Regression
Messenger-Ribonukleinsaure

Mittelwert

Anzahl der Versuche

Stichprobenumfang / Anzahl der Wiederholungen
Anzahl der Zentralpunkt
Carboxymethylcellulose-Natrium
Nanopartikel

organische Phase der Doppelemulsion
oben links

oben rechts

One-Factor-at-the-Time

Ovalbumin

Phosphat-gepufferte Salzlésung
Phosphat-gepufferte Salzlésung mit Tween
Polydispersitatsindex

Polyethylenglykol

Proteingehalt

Polylactid-co-Glycolid
Polylactid-co-Glycolid Nanopartikel
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PVA
QbD
QRM
QTPP
REM
S

SARS-CoV-2

SD

UppP

us

USA

uT

v (W/O)

v (W/O/W)
W/O
W/O/W

Polyvinylalkohol

Quality by Design

Qualitats-Risiko-Management

Quality Target Product Profile / (Qualitats-) Zielprodukt-profil
Rasterelektronenmikroskop

Stabilisatorlésung

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2
Standardabweichung

Solid Lipid Nanoparticle

Rihrdauer Wasser-in-Ol Einfachemulsion

Rihrdauer Wasser-in-Ol-in-Wasser Doppelemulsion

unten links

unten rechts

United Kingdom

Unclassified process parameter / nicht klassifizerte Prozessparameter
Ultraschall

United States of America

Ultraturrax

Ruhrgeschwindigkeit Wasser-in-Ol-in-Wasser Doppelemulsion
Rihrgeschwindigkeit Wasser-in-Ol-in-Wasser Doppelemulsion
Wasser-in-Ol Emulsion

Wasser in Ol in Wasser Doppelemulsion

innere Phase der Doppelemulsion

auBere Phase der Doppelemulsion

Mittelwert

Einzelwerte

Signifikanzniveau

Erwartungswert

Standardabweichung

Varianz

Mittelwert
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z.B. Zum Beispiel
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