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1. Einleitung

Im Jahre 2008 entwickelten Professor Dr. Rainer Rudolph und Professor Dr. Frank Bor-
dusa die Pléne fiir das Protein-Kompetenznetzwerk-Halle: ,tools, targets & therapeu-
tics“ (ProNet-T?) [1]. Seit dem 01.11.2009 wird dieses durch das Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung der Bundesrepublik Deutschland im Rahmen des Programms
,Spitzenforschung und Innovation in den Neuen Léndern“ geférdert (Forderkennzei-
chen: 03IS2211A). Der Inhalt sollte sich in drei Kernbereiche gliedern. Die . Entwicklung
und Anwendung von proteinwissenschaftlich relevanten Technologien (Tools)* [2], die
,ldentifikation und biologisch /medizinische Charakterisierung von Zielproteinen (Tar-
gets)” [2] und die ,Generierung von Proteinwirkstoffen und perspektivisch deren Uber-
fithrung in die Anwendung, die Formulierung von Proteinwirkstoffen, die Identifikation
und Testung von chemischen und proteinésen Wirkstoffen zur Adressierung von Ziel-
proteinen einschlieflich der Entwicklung funktioneller Proteinmaterialien fiir technische
Applikationen (Therapeutics)” [2]. Im Bereich ,, Therapeutics“ ist das Teilprojekt Th-03
mit dem Titel ,Neue Freigabesysteme fiir die kontrollierte Freisetzung von Proteinen®
[1] angesiedelt. Diese Dissertation ist das Ergebnis der ersten drei Jahre dieses Teilpro-
jektes. Die Vorgaben durch das Projekt sind fiir diesen Zeitraum die Entwicklung eines
Systems zur kontrollierten Freisetzung von Proteinen sowie dessen Charakterisierung
in vitro. Aufserdem war die Durchfithrung erster In-vivo-Untersuchungen vorgesehen.

Im Idealfall sollte eine Patentierung angestrebt werden [1].

1.1. Proteine

Die DNA tragt die Erbinformation einer jeden Zelle, vom einfachen Bakterium bis hin
zum menschlichen Organismus. Uber Tripletts an Basenpaaren (Codons) verschliisseln
diese Makromolekiile Abfolgen von Aminoséuren. Durch Transkription in RNA und an-
schlieffende Translation zu Polypeptiden werden die Informationen zu aktiv agierenden
Substanzen umgesetzt, die gegebenenfalls noch posttranslational modifiziert werden.
An dieser Stelle sind unter anderem die spezifische Faltung durch Chaperone und Gly-
kosilierung zu nennen, wodurch diese Makromolekiile in ihre aktive Form iiberfiihrt
werden |[3].

Proteine unterscheiden sich von Peptiden — abgesehen von der Molmasse — durch
ihren Aufbau, welcher sich aus vier sich iiberlagernden Strukturen zusammensetzt. Die
einfachste Struktur ist die durch die DNA vorgegebene Aminoséuresequenz auch Pri-
marstruktur genannt. Die Sekundérstruktur beschreibt die Faltung der Aminoséureket-

te durch Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Carbonylgruppe und Amidwasserstoff
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zum Beispiel in Form der a-Helix oder des g-Faltblattes. Die héhere raumliche Anord-
nung der Peptidkette beschreibt die Tertidrstruktur. Durch diese bilden sich wichtige
Bereiche wie katalytische Zentren von Enzymen oder Bindungstaschen von Rezeptoren
heraus. Durch die Zusammenlagerung von zwei oder mehreren identischen oder auch
unterschiedlichen Peptidketten mit ihrer jeweiligen Tertidrstruktur kann sich schlieftlich
eine Quartérstruktur ausbilden [3].

Proteine iibernehmen zahlreiche Funktionen in der einzelnen Zelle und im Organis-
mus. Sie katalysieren als Enzyme wichtige Stoffwechselreaktionen wie die Zellatmung,
aber auch den Aufbau neuer und den Abbau alter oder fehlgefalteter Proteine. Sie
bilden Rezeptoren oder Ionenkanile und dienen als Botenstoffe, welche die verschie-
densten Koperfunktionen induzieren oder hemmen koénnen. Aus diesem Grund sind
Proteine fiir Medizin und Pharmakotherapie von so grofer Bedeutung, insbesondere
seit iiber biotechnologische Verfahren die verschiedensten Proteine in ausreichenden
Mengen zu relativ giinstigen Preisen hergestellt werden konnen [4]. Durch die Gabe
von Enzymen kann ein Mangel dieser oder auch eine durch einen Gendefekt verur-
sachte Fehlfunktion ausgeglichen werden. Noch interessanter sind die als Botenstoffe
dienlichen Proteine. Durch zugefiihrtes Erythropoietin kann die Menge an roten Blut-
korperchen z.B. bei Andmie erhoht werden. Hamophiliepatienten sind auf die Gabe
von Gerinnungsfaktoren angewiesen. Auch bei Wachstumsfaktoren handelt es sich um
Proteine. So befinden sich verschiedene Préparate mit Somatropin zur Behandlung
des Kleinwuchses auf dem Markt. Die Gruppe der knochenmorphogenetischen Protei-
ne (BMP) kann zur Behandlung von Knochendefekten oberhalb der kritischen Grofe
verwendet werden [5, 6]. Zum Abschluss seien noch die inzwischen zahlreichen mono-
klonalen Antikérper genannt, welche nahezu fiir jede Zielstruktur entwickelt werden
kénnen und viele neue Therapieméglichkeiten eroffneten.

Trotz ihrer vielfaltigen Moglichkeiten sind Proteine alles andere als das perfekte
Therapeutikum. Aufgrund ihrer relativ grofsen molaren Masse konnen sie vom Immun-
system erkannt werden und als Antigen Immunantworten hervorrufen. Insbesondere
Proteine nicht menschlicher Herkunft kénnen hier teils schwere Reaktionen auslosen
[7]. Neben diesem Risiko ist die Applikation ein kritischer Punkt. Auf peroralem Weg
sind Proteine nicht verfiigbar, da diese im Gastrointestinaltrakt denaturiert oder ein-
fach verdaut werden. Neben der pulmonalen Anwendung [8, 9] und einigen Versuchen
der bukkalen und nasalen Applikation ist die parenterale Gabe die verbreitetste Me-
thode. Da Proteine jedoch das natiirliche Substrat von Proteasen sind, die ubiquitéar
im menschlichen Korper vorkommen, stellt der schnelle Abbau ein erhebliches Pro-
blem dar. Dies resultiert entweder in einer hohen Applikationsfrequenz auf dem vom
Patienten ungeliebten Weg der Injektion und eventuellen Complianceproblemen oder

in der Gabe von sehr hohen Mengen, was der Pharmakodkonomie zuwider lauft. Das
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Ziel muss es also sein, die Proteine so zu formulieren, dass diese selten appliziert wer-
den miissen, aber gleichzeitig wiahrend der Verweildauer im Korper ausreichend vor
abbauenden Enzymen geschiitzt sind [3].

Nicht nur nach der Applikation weisen Proteine problematische Eigenschaften auf.
Bei der galenischen Formulierung miissen sowohl Tertidr- als auch Quartéarstruktur
erhalten bleiben. So kdnnen teilweise bereits Temperaturen geringfiigig oberhalb der
physiologischen Temperatur von 37 °C irreversible Verdanderungen bewirken. Auch hohe
Scherbelastungen in Losung, ungiinstige pH-Werte und die Anwesenheit verschiedener
Substanzen wie organischer Losungsmittel oder Harnstoff konnen eine Denaturierung
auslosen [3]. Auferdem kann durch diese Einfliisse auch eine Aggregation zu Di-, Tri-
und Oligomeren stattfinden, bei der die Faltung zwar erhalten bleibt, die Loslichkeit
und Funktionalitit aber vermindert oder verschwunden sein kénnen. Dariiber hinaus
konnen Aggregate auch eine starkere Immunogenitét besitzen [10, 11].

Tabelle 1 auf Seite 4 zeigt eine Ubersicht iiber aktuell in Deutschland auf dem Markt
befindliche Proteinformulierungen. Auffallig ist, dass der bislang haufigste Mechanis-
mus zur Verldngerung der Wirkdauer die subkutane Applikation ist. Jedoch bildet
keines dieser Praparate ein Depot. Lediglich die verzogerte Resorption aus dem Un-
terhautfettgewebe verursacht eine Art Retardierung. Die einzige Ausnahme bilden die
Peginterferone und Mircera. Durch die PEGylierung wird zwar ebenfalls keine Retar-
dierung der Freisetzung erreicht, jedoch behindert die Modifizierung den Angriff von
Immunsystem und Proteasen, wodurch die Verweilzeit im Korper erhéht und die Appli-
kationsfrequenz erniedrigt ist. Praparate, welche die Wirkdauer iiber eine Depotbildung

verlangern, sind fiir Proteine derzeit nicht auf dem Markt verfiighar [12].

1.2. Parenterale Depots

Als vermutlich erste parenterale Depotformulierung kann das Protamin-Zink-Insulin
angesehen werden, das von Scott und Fisher bereits 1936 untersucht wurde [14], nach-
dem sie sich bereits zuvor auf Basis der Forschungen von Abel [15] und Harington [16]
der Kristallisation von Insulin sowie den Einfliissen von Zink auf dessen Pharmako-
kinetik gewidmet hatten [17-19]. Es wurde festgestellt, dass sich die Insulinaktivitét
durch die Zinkionen auf 40 % reduzierte. Jedoch war der Blutzuckerspiegel auch nach
10 h noch gesenkt. Die gesamte blutzuckersenkende Wirkung war dadurch identisch zu
Standardinsulin. Die Ursache hierfiir ist die Bildung von Hexameren durch Komple-
xierung des Zinks und die daraus resultierende verzogerte Resorption nach subkutaner
Injektion [20, 21]. Durch diese verlangsamte Aufnahme konnte die Anzahl der Appli-
kationen sowie die Haufigkeit der Hypoglykiamie deutlich gesenkt werden [14].
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Tabelle 1: Ubersicht iber aktuell in Deutschland auf dem Markt befindliche Protein-
formulierungen. Zustand beschreibt die Art der Formulierung (f = Feststoff zur Her-
stellung einer Injektions- oder Infusionslosung, |= Injektions- oder Infusionslosung,
k = Konzentrat zur Herstellung einer Injektions- oder Infusionslosung) [12, 13].

Protein Handelsname Hersteller Zustand  Applikation
Somatropin Genotropin® Pfizer f S.C.
Menotropin Menogon® Ferring f im. / s.c.
Corifollitropin alfa Elonca® MSD f S.C.
Follitropin alfa Gonal-f® Merck Serono f S.C.
Gerinnungsfaktoren Beriplex® CSL Behring, f iv.
Takeda
Octaplex® Octapharma f iv.
Wilate® Octapharma f iv.
Prothomplex® Baxter f iv.
Adalimumab Humira® AbbVie 1 s.C.
Catumaxomab Removab® Fresenius Biotech k 1.p.
Cetuximab Erbitux® Merck Serono 1 L.v.
Denosumab Prolia® Amgen 1 s.C.
Eculizumab Soliris® Alexion k iv.
Infliximab Remicade® MSD f iv.
Natalizumab Tysabri® Biogen Idec k i.v.
Omalizumab Xolair® Novartis 1 S.C.
Palivizumab Synagis® AbbVie f im.
Ranibizumab Lucentis® Novartis | intravitreal
Trastuzumab Herceptin® Roche f iv.
Interferon alfa-2a Roferon® Roche 1 s.C.
Interferon alfa-2b IntronA® MSD 1 S.C.
Interferon beta-1la Rebif® Merck Serono 1 s.C.
Interferon beta-1b Betaferon® Bayer Vital 1 S.C.
Interferon Imukin® Boehringer 1 S.C.
gamma-1b Ingelheim
Peginterferon Pegasys® Roche 1 S.C.
alfa-2a
Peginterferon PegIntron® MSD 1 s.C.
alfa-2b
Epoetin beta NeoRecormon® Roche 1 s.c./L.v.
Methoxy-PEG- Mircera® Roche 1 s.c./L.v.

Epoetin beta
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Dieser Ansatz ist jedoch sehr spezifisch fiir Insulin und muss fiir jeden Arzneistoff
individuell neu entwickelt werden. Moderne parenterale Depotformulierungen sind da-
gegen von solchen stoffspezifischen Eigenschaften wie Komplexierung unabhéngig. Im
Folgenden seien diese Systeme kurz vorgestellt. Dabei wird sich auf Systeme beschrankt,
welche ohne Operation appliziert werden kénnen und nach erfolgter Wirkstoftfreigabe

vollstdndig abgebaut werden und demzufolge nicht wieder entfernt werden miissen.

1.2.1. Vorgeformte Implantate

Vorgeformte Implantate werden durch Schmelzextrusion oder Kompression hergestellt.
Durch die Anwendung von hohem Druck und Wérme wird der Arzneistoff zusam-
men mit einem bioabbaubaren Hilfsstoff zu diinnen Stdbchen geformt. Je nach ge-
wiinschter Kinetik kommen bei aktuellen Produkten derzeit Polymilchséure (PLA)
und Poly(milchsdure-co-glykolsdure) (PLGA) in verschiedenen Monomerenverhéltnis-
sen zum Einsatz. Diese werden zwar vollstdndig im Kérper abgebaut, jedoch kénnen die
dabei entstehenden Monomere Glykol- und Milchsdure den pH-Wert stark absenken.
Diese Implantate sind, wie in Abbildung 1 am Beispiel von Profact® Depot, Sanofi,
dargestellt, beim Fertigarzneimittel bereits in der Kaniile platziert. Durch den diinnen
Kaniilenstempel wird das Implantat durch die Kaniile geschoben. Zur Kontrolle ist der
Stempel am Ende der Kaniile nach der Applikation sichtbar.

Neben den Implantaten auf Polymerbasis gibt es auch Versuche zu Systemen auf
Lipidbasis 22, 23]. Als biologische Produkte konnen diese durch spezifische Enzyme —
die Lipasen —im Korper abgebaut werden. Die festen Implantate werden dabei langsam
genug abgebaut, um eine Freisetzung tiber mehrere Monate teilweise sogar Jahre zu
ermoglichen [23]. Dabei ist es jedoch fraglich, ob solche extrem langen Intervalle sinnvoll
sind, denn nach erfolgter Applikation ist jede weitere Einflussnahme auf die Therapie
bis zur abgeschlossenen Freisetzung mit grofem Aufwand verbunden. Dariiber hinaus
ist eine Toxizitdt aufgrund der Herkunft zwar nicht zu erwarten, zuverlédssige Daten
dazu fehlen jedoch bislang [24]|. Aufgrund der Gewinnung aus biologischem Material
sind auch die Reinheit sowie die gleichbleibende Zusammensetzung zu kldrende Fragen.

Vorteilhaft an dieser Arzneiform ist die durch die Vorformung definierte Oberfla-
che und Gestalt. Dies ermdglicht eine reproduzierbare Freisetzungskinetik. Mit den
aktuellen Marktpriaparaten (Tabelle 2 auf Seite 6) sind so eine bis zu drei Monate
anhaltende Freisetzung moglich. Nachteilig ist dagegen der grofe Kaniilendurchmesser
(Profact® Depot 1,7 mm AuRendurchmesser) der nétig ist, um das Implantat fassen zu
konnen. Deshalb wird in der Fachinformation zu Profact® Depot sogar die Gabe eines
Lokalanésthetikums empfohlen. Fiir Proteine sind zusétzlich die hohen Belastungen

wahrend der Herstellung problematisch.
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Tabelle 2: Aktuelle Marktpraparate mit vorgeformten Implantaten in Deutschland [12,
13/

Wirkstoff Wirkstoffklasse ~ Handelsname Matrix Hersteller
Buserelin Peptid Profact® Poly(milchséure- Sanofi
co-glykolsdure)
Goserelin Peptid Zoladex® Poly(milchséure- AstraZeneca
co-glykolséure)
Leuprorelin Peptid Leuprone® Poly (milchséure- Hexal
1 Monat co-glykolsdure)
Leuprone® Polymilchsaure Hexal
3 Monate

Spritzenstempel Implantat
A _ \.
—
Kanlle

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus (links) und der Anwendung
(rechts) von Profact® Depot, Sanofi, modifiziert nach Referenz [25]. Der Spritzenstem-
pel ragt nach der Applikation aus dem offenen Ende der Kaniile heraus.

1.2.2. Mikropartikel

Urspriinglich bezeichnete der Begriff Mikropartikel alle Partikelgrofsen im Bereich von
1-1000 pm [26]. Als Arzneiform liegt die gebrauchliche Grofe bei 1-100 pm [27]. Da-
bei werden die drei Grundtypen Mikrokapsel, Mikrosphérule und Mikropartikel mit
komplexen Strukturen unterschieden. In den Sphéarulen kann der Wirkstoff dabei sus-
pendiert oder gelost vorliegen. Komplexe Strukturen sind Hohlkugeln und Aggregate
(sieche Abbildung 2). Die Matrix besteht wie bei den vorgeformten Implantaten aus
einem bioabbaubaren Hilfsstoff, in der Regel Polymere (vergleiche Tabelle 3).

Die Herstellung ldasst sich im Wesentlichen auf drei Verfahren reduzieren: Phasen-
trennverfahren zur Mikroverkapselung, die Emulsionsmethode sowie Spriihtrocknung.
Beim Phasentrennverfahren (Koazervation) wird der zu verkapselnde Wirkstoff als
Fliissigkeit oder Feststoff in einer Losung des verkapselnden Hilfsstoffs dispergiert. An-
schlieffend wird die Phasentrennung durch eine geeignete Mafsnahme ausgelést. Der
Hilfsstoff beginnt unter verschiedenen Voraussetzungen sich auf der Oberfliche der
dispersen Phase abzuscheiden und hiillt diese schlieflich ein.

Bei der Emulsionsmethode wird der Hilfsstoff in einem organischen nicht mit Was-

ser mischbaren leicht fliichtigen Losungsmittel solvatisiert und der Wirkstoff — z.B. das
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Tabelle 3: Aktuelle Marktpraparate mit Mikropartikeln in Deutschland [12, 15].

Wirkstoff Wirkstoffklasse ~ Handelsname Matrix Hersteller
Exenatid Peptid Bydureon PLGA Lilly
Triptorelin Peptid Decapeptyl PLGA Ferring
Pamorelin PLGA Ipsen
Salvacyl PLGA Pfleger
Leuprorelin Peptid Enantone PLGA Takeda
Trenantone PLA Takeda
Sixantone PLA Takeda
Octreotid Peptid Sandostatin PLGA Novartis
Mikrokapsel Mikrospharulen .komplexe Strukturen
B Wirkstoff Feste Dispersion Feste Lésung Hohlkugel Aggregat
Hilfsstoff

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Typen von Mikropartikeln,
modifiziert nach Referenz [28].

Protein — in Wasser gelost. Anschlieffend wird die wéssrige Phase im organischen Lo-
sungsmittel emulgiert (W/O-Emulsion). Diese Primaremulsion wird nun wiederum als
innere Phase in Wasser emulgiert. Es entsteht eine W/O/W-Emulsion. Unter der Vor-
aussetzung, dass das Losungsmittel trotz seiner Nichtmischbarkeit mit Wasser darin in
kleinen Mengen 16slich ist, wird dieses nun nach und nach in die &dufsere Wasserphase
iibergehen und kann dort z.B. durch Anlegen eines Vakuums entfernt werden. Dadurch
prézipitiert der Hilfsstoff und bildet die Partikel. Anschliefend werden diese getrocknet.

Bei der Spriihtrocknung wird der Wirkstoff in einer organischen HilfsstofHosung
dispergiert oder ebenfalls gelost und diese Suspension bzw. Losung spriithgetrocknet.
Durch das schnelle Trocknen der fein verspriihten Tropfchen wird der Wirkstoff vom
Hilfsstoff eingeschlossen [28-30].

Im Gegensatz zu den vorgeformten Implantaten konnen Mikropartikel — je nach
hergestellter Grofse — durch deutlich diinnere Kaniilen appliziert werden. Fiir die von
Mizushima et. al. 2006 herstellten Partikel mit einer Grofe von 5pm war z.B. eine

27 G Kaniile ausreichend [31]. Jedoch gibt es — auch in Hinblick auf die Formulierung
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von Proteinen — einige Nachteile. Die Herstellung polymerhaltiger Mikropartikel, wie
sie zur Depotbildung bendtigt werden, ist mit der Verwendung von organischen Lo-
sungsmitteln und zum Teil hohen Scherkriften verbunden. Beides kann sich negativ
auf die Stabilitdt der Proteine auswirken. Auferdem beschrénkt der sinkende pH-Wert
durch die Zunahme von Milchsdure- und/oder Glykolsduremonomeren die Anwendung
auf sdureunempfindliche Arzneistoffe. Dies schliefst jedoch nicht alle Proteine aus. So
gelang es Lochmann et. al. 2010 thBMP-2 als PLGA-Mikropartikel zu formulieren
[5]. Dariiber hinaus gibt es bei Mikropartikeln ein generelles Problem. Die einzelnen
Partikel verbleiben nicht ohne weitere Mafnahmen am Injektionsort [32]. Fiir die sys-
temische Applikation ist dies zwar unerheblich. Bei lokalen Therapien jedoch muss sich
das System wihrend der gesamten Freisetzungsdauer am Ort der Wirkung befinden,

wodurch weitere Mafinahmen erforderlich werden.

1.2.3. Injizierbare Implantate

Sich in situ ausbildende feste oder halbfeste Implantate werden als Gel mit Fliefsgrenze
oder als Fliissigkeit injiziert und bilden anschliefend durch Ruhe oder andere Fakto-
ren ein entsprechendes Depot. Der Vorteil dieses Prinzips: die Injektion ist durch eine
relativ diinne Kaniile moglich. Obwohl es jedoch bereits vor iiber 20 Jahren das ers-
te Patent dazu gab, ist bis heute nur ein einziges Préparat in Deutschland auf dem
Markt [33]. Im Folgenden sei eine Auswahl verschiedener Moglichkeiten zur In-situ-

Implantatbildung vorgestellt.

1.2.3.1. In-situ-Prazipitation

In-situ-prazipitierende Implantate bestehen aus Polymeren, welche vor der Applikati-
on geldst vorliegen. Der Wirkstoff kann ebenfalls gelost vorliegen, aber auch eine Sus-
pendierung ist moglich. Nach der Injektion wird das Polymer durch einen endogenen
Einfluss desolvatisiert. Es préazipitiert und formt das Implantat. Ein solcher Einfluss
kann ein Losungsmittelaustausch, die Angleichung an den physiologischen pH-Wert

oder aber auch das Erwérmen auf Korpertemperatur sein [34].

Prazipitation durch Losungsmittelaustausch

Wird ein in Wasser unlosliches Polymer in einem mit Wasser mischbaren organischen
Losungsmittel gelost und diese Losung injiziert, erfolgt ein Losungsmittelaustausch zwi-
schen dem Implantat und der hydrophilen Umgebung. Das Losungsmittel diffundiert in
die umliegenden Gewebe und Wasser umgekehrt in das Implantat. Dadurch verschlech-
tert sich die Loslichkeit des Polymers und es beginnt zu préazipitieren. Dabei wird
darin geltster oder suspendierter Arzneistoff vom ausfallenden Polymer eingeschlos-

sen und erst durch die langsame Erosion des Implantates oder Diffusion freigegeben.
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Mit ELIGARD® (Astellas Pharma) hat es bislang ein Priiparat, welches diese Technik
ausnutzt, auf den deutschen Markt geschafft. Dieses Fertigarzneimittel verwendet das
Polymer Poly(milchséure-co-glykolsdure) und N-Methylpyrrolidon als Losungsmittel.
Aufgrund mangelnder Stabilitét des Arzneistoffes (Leuprorelinacetat) im Losungsmit-
tel liegt dieser durch ein Zweispritzensystem getrennt davon vor. Unmittelbar vor der
Applikation muss der Wirkstoff im N-Methylpyrrolidon gelést werden.

Da N-Methylpyrrolidon fiir den Organismus nur begrenzt vertraglich ist, gibt es auch
Versuche mit anderen, vertraglicheren Losungsmitteln zu arbeiten. So haben Kempe
et. al 2010 Untersuchungen zur Substitution des N-Methylpyrrolidon durch Polyethy-
lenglykol veroffentlicht und zeigten viele Vorteile des neuen Losungsmittels auf [35, 36].

Neben PLGA koénnen auch andere Polyester von Hydroxysauren, sowie Polyanhydri-
de und Polyorthoester verwendet werden, wobei PLGA, PLA und Poly-e-caprolacton
(PCL) aufgrund ihrer Zulassung durch die US-amerikanische Food and Drug Adminis-
tration (FDA) am gebréuchlichsten sind [34]. Alle diese Polymere haben jedoch eine
Gemeinsamkeit. Bei ihrem Abbau — Esterhydrolyse oder Spaltung des Sdureanhydrids
— entstehen wie schon zuvor erwdhnt Carboxylgruppen, wodurch die Problematik des
absinkenden pH-Wertes bleibt. Dennoch gibt es auch hier schon langer Versuche Pro-

teine auf diese Weise zu formulieren |37, 38].

pH-induzierte Gelbildung

Wird eine Losung mit einem nicht physiologischen pH-Wert injiziert, gleicht sich dieser
nach einer gewissen Zeit dem der Umgebung an. Dabei kann sich die Loslichkeit von
Polymeren mit pH-abhéngigen funktionellen Gruppen wie Amino- und Carboxylgrup-
pen dndern. Chitosan ist ein Amino-Polysaccharid [39], welches durch Protonierung bei
sauren pH-Werten wasserloslich ist. Durch eine Anhebung auf physiologische pH-Werte
prazipitiert es und bildet ein Gel. Dieses zeigt jedoch eine recht schnelle Freisetzungs-
kinetik und eine geringe mechanische Stabilitdt [34, 40, 41]. Da grofere Abweichungen
vom physiologischen pH-Wert bei der Ausgangslosung leicht zu Reizungen fiihren kon-

nen, ist diese Methode nur begrenzt einsetzbar.

Thermisch induzierte Gelbildung

Das Ausnutzen der Korperwéarme stellt einen weitaus vertriglicheren Ansatz zur Ge-
lierung dar als pH-Unterschiede. Durch Uberschreiten einer unteren kritischen Gelbil-
dungstemperatur wird ein Polymer zum Prézipitieren gebracht. Die Ursache hierfiir
ist das Gleichgewicht aus hydrophilen und hydrophoben Anteilen [42|. Die Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen Wasser und Polymer verlieren an Stérke, wodurch die
Polymer-Polymer-Wechselwirkungen in den Vordergrund treten und sich ein Netzwerk
oder Aggregate ausbilden [34]. Ein solches Verhalten zeigen zum Beispiel Losungen

von Poloxameren, einem ABA-Blockpolymer von Polyethylenglykol (A) und Polypro-
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pylenglykol (B) [34]. Poloxamer 188 geliert ab Konzentrationen von 20 % bei 32°C,
unter Zusatz von Salzen und Tensiden bei bis zu 37°C [34]. Der genaue Gelbildungs-
mechanismus wurde sehr ausgiebig untersucht [43-45| und begriindet sich auf einer
Mizellbildung als Folge der Dehydratisierung des Polypropylenbereichs des Poloxamers
oberhalb der kritischen Mizellbildungstemperatur [42], welche sich ab einer gewissen
Konzentration beriihren und sich durch die dichte Packung ein festes Gel ausbildet
[46]. Oberhalb einer zweiten kritischen Temperatur 16st sich das Gel wieder und es
bildet sich eine triibe Losung [47]. Das Polymer kann zwar nicht vom Kérper abgebaut
werden, jedoch liegt es mit einer Molmasse von ca. 8400 -&; unter der Nierenschwelle.
Aufgrund der hohen Konzentration, welche fiir eine Gelbildung bendétigt wird, steigt
allerdings die Osmolaritat, was wiederum Einfluss auf die Vertraglichkeit hat. Deshalb
werden diese Systeme bislang nicht parenteral angewendet. Mit Ligosan® Slow Relea-
se von Heraeus Kulzer ist derzeit ein Praparat zur periodontalen Applikation (in die
Zahnfleischtasche) von Doxycyclin auf dem Markt [13].

Ahnlich der Poloxamere verhalten sich ABA Triblockpolymere aus Polyethylengly-
kol(A) und Poly(milchséure-co-glykolsdure). Diese zeigen eine konzentrationsabhéngige
Gelierung im Bereich von 30 und 40 °C ab ca. 20 % wobei die Gelierungstemperatur mit
steigender Konzentration sinkt. Ebenfalls wie bei den Poloxameren zeigt sich auch hier
eine zweite kritische Temperatur, oberhalb welcher sich wieder ein Sol ausbildet [48].
Fiir diese Systeme konnte eine Abhéngigkeit der Freisetzungskinetik von der Lipophilie
gezeigt werden, welche fiir das lipophile Spironolacton 2 Monate und fiir das hydrophile
Ketoprofen 2 Wochen andauerte [49]. Ein Protein wiirde aufgrund seiner Hydrophilie
demzufolge recht schnell freigesetzt werden.

Chenite et. al. veroffentlichten 2000 eine weitere Moglichkeit ein System mit ther-
misch induzierter Gelbildung herzustellen [50]. Dies erfolgte auf Basis von Chitosan.
Durch Zugabe von Polyolsalzen wie z.B. 3-Glycerolphosphat erfolgte die Umwandlung
der pH-gesteuerten Gelbildung in eine temperaturabhingige. Dabei zeigten sich folgen-
de Vorteile. Chitosan ist biokompatibel und bioabbaubar [51, 52|. Auferdem besitzt
die fertige Injektionslosung einen pH-Wert von 7,15 [50]. Dieses System ist inzwischen
weitreichend als Freisetzungssystem untersucht worden. So wurde Insulin {iber einen
Zeitraum von zwei Wochen freigesetzt [53|. Auferdem wurde das System als Tréger
fiir rhBMP-2 haltige Mikropartikel verwendet [32], wobei jedoch die Kontrolle iiber die
Freisetzung nicht allein durch das Gel erfolgte, sondern zum einem bedeutenden Teil

von den Mikropartikeln iibernommen wurde.

1.2.3.2. Thermoplastische Pasten

Die thermoplastischen Pasten sind teilweise mit den @n situ prézipitierenden Implan-

taten vergleichbar. Beide Systeme konnen in fliissigem Zustand appliziert werden und
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verfestigen sich danach. Im Gegensatz zu den zuvor diskutierten Implantaten tritt bei
den thermoplastischen Pasten keine Phasentrennung auf. Sie besitzen eine Glasiiber-
gangstemperatur oder einen Schmelzpunkt oberhalb der Kérpertemperatur und kénnen
so im erwarmten fliissigen Zustand injiziert werden. Die Aushértung erfolgt durch Ab-
kithlung. Zum Einsatz kommen Polymere wie Polyanhydride, Poly-e-caprolacton, Poly-
milchséure sowie PLA-PEG-PLA-Triblockcopolymere. Teilweise liegen hierbei die Glas-
iibergangstemperaturen so hoch, dass Temperaturen von 60°C und dariiber bendtigt
werden [34], was starke Schmerzen und nekrotischen Gewebeuntergang mit anschlie-
fslendem Einschluss in Narbengewebe zur Folge hat [54]. Erst durch die Entwicklung von
Polyorthoestern durch Heller et. al. [55, 56] standen durch Glasiibergangstemperaturen
von 35-45 °C biokompatible und bioabbaubare Systeme zur Verfiigung [57].

1.2.3.3. Quervernetzende Systeme

Neben der Prazipitation und dem Ausnutzen von Glasiibergéngen ist die In-situ-Quer-
vernetzung eine weitere Moglichkeit zum erzeugen von Gelimplantaten. Diese kann
durch drei unterschiedliche Einfliisse ausgelost werden. Durch Lichteinwirkung durch
die Haut hindurch kann eine radikalische Polymerisation gestartet werden. Uber che-
mische Zusétze kann unter anderem ebenfalls eine solche ausgelost werden, aber auch
andere chemische Reaktionen sind moglich. Dariiber hinaus konnen durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen oder Wasserstoftfbriickenbindungen Vernetzungen erfolgen, die

sich unter der Belastung der Injektion 16sen und anschliefsend wieder formieren.

Polymerisation durch Lichteinwirkung

Durch energiereiches Licht kénnen labile Doppelbindungen zu einer Einfachbindung
und zwei Radikalen aufgebrochen werden. Bei diesen reaktiven Spezies besteht nun
die Moglichkeit mit einer weiteren Doppelbildung zu reagieren, wodurch erneut zwei
Radikale entstehen. Somit kommt es zu einer Kettenreaktion. Das wohl bekannteste
Beispiel fiir radikalische Polymerisation ist Acrylsdure und deren Derivate. Der Nach-
teil dieser Polymere ist deren nicht vorhandene Bioabbaubarkeit. Abhilfe schaffen hier
mit Acrylsdurederivaten modifizierte andere Polymere. So modifizierten Leach et. al
Hyaluronan mit Glucidylmethacylat. Anschliefend wurden Losungen des Polymers mit
Konzentrationen von 0,5-2 % in Puffer gelost und ultraviolettem Licht (A = 365 nm)
ausgesetzt. Dies startete die radikalische Reaktion und die Methyacrylatseitengruppen
vernetzten. Die Freisetzungsgeschwindigkeit von Rinderserumalbumin aus diesen Gelen
war jedoch &ufserst schnell. Durch die Verwendung von PLGA-Mikropartikeln konnte
diese verzogert werden [58], jedoch lag die Kontrolle dabei nicht mehr beim Hydrogel.
Ein weiteres Problem ist die geringe Eindringtiefe von ultraviolettem und kurzwelli-

gem sichtbaren Licht, wodurch die Gelierung von der Injektionstiefe abhéngt [59]. So
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betrigt die Transmission durch 3 mm dicke Schweinehaut fiir Licht mit einer Wellen-
lange von 360 nm nur ca. 0,02 % wihrend sie fiir Licht mit 550 nm 10 % betréagt [60].
Der optimale Wellenléngenbereich liegt zwischen 650 und 900 nm [61] also im tiefroten
bis nahen infraroten Bereich. Jedoch mangelt es bislang an mit diesen energiearmen

Wellenléngen anregbaren Photoinitiatoren [62].

Chemische Quervernetzung

Fiir die chemische Quervernetzung ist ein entsprechender ,Crosslinker” notwendig, wel-
cher die Querverbindung zwischen zwei Polymerketten herstellt. Haufig werden dafiir
homobifunktionale Substanzen, also solche, welche an beiden Enden die gleiche reaktive
Gruppe tragen, verwendet. Fiir Chitosan sind Reaktionen mit Dialdehyden wie Glyoxal
oder Glutaraldehyd in der Literatur beschrieben [40]. Die Aldehyde reagieren dabei mit
den Aminogruppen des Chitosans zu einer kovalenten Iminbindung, wobei aber auch
Reaktionen z.B. mit Hydroxylgruppen stattfinden konnen. Jedoch sind Dialdehyde in
der Regel toxisch. Auch fiir andere gebriduchliche Substanzen zur Quervernetzung wie
Diethylquadratat und Oxalsédure wurde eine gewissen Toxizitat nachgewiesen oder sie
sind nicht ausreichend untersucht [63, 64|. Genipin ist dagegen eine relativ vielverspre-
chende Alternative zu den zuvor genannten Substanzen. Sowohl in vitro [65] als auch in
Ratten [66] wurde eine Biokompatibilitdt nachgewiesen. Eine Quervernetzung konnte
damit z.B.. fiir Gelatine erreicht werden [67].

Eine weitere Variante ist die Oxidation von Thiolgruppen zu Disulfiden und die
daraus resultierende Verbindung zwischen zwei Polymeren. Die Polymere miissen da-
fiir jedoch zunéchst mit einer Thiolgruppe versehen werden (Thiomere). Dies wurde
bislang z.B. mit Gellan [68|, Chitosan [69, 70] und Hyaluronan |71, 72] in der Li-
teratur beschrieben. Auch ein thiolgruppentragendes PEG-Copolymer wird genannt,
woraus Rinderserumalbumin und Erythropoietin iiber mehrere Wochen freigesetzt wer-
den konnten [73|. Da diese Reaktion unter Sauerstoff von allein ablduft, miissen keine
weiteren unter Umstdnden toxischen Reagenzien zugesetzt werden. Jedoch kann bei
subkutaner Applikation der geringere Sauerstoffpartialdruck der Umgebung die Reak-
tion behindern. Dariiber hinaus ist nicht ausgeschlossen, dass die Disulfidbriicken sich
auch zu Proteinen ausbilden und diese damit an der Freisetzung gehindert oder gar

deren interne Disulfidbriicken gespalten werden.

Physikalische Quervernetzung

Physikalisch quervernetzte Gele sind in ihrer Stabilitdt haufig den chemisch vernetzten
Varianten unterlegen. Da deren Bindungen jedoch nicht kovalent sondern reversibler
Art sind — z.B. Wasserstoftbriickenbindungen oder elektrostatische Wechselwirkungen —
konnen diese sich nach einer Auftrennung wieder ausbilden. Wahrend der Injektion tritt

eine relativ hohe Scherbelastung auf. Wird dadurch eine Scherverfliissigung verursacht,
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so ist diese bei physikalisch quervernetzten Systemen grofstenteils reversibel. Wéahrend
der Ruhe nach der Applikation bilden sich die Bindungen wieder aus und das Gel
verfestigt sich wieder. Chemisch quervernetzte Systeme verhalten sich dagegen eher
rheodestruktiv. Sind die Verbindungen einmal zerstort, ist dieser Zustand von Dauer.

Ein Beispiel fiir ein scherverfliissigendes System ist das Gel des nativen Hyaluronan,
welches in der Vergangenheit schon als Trager von Arzneistoffen, Proteinen und Pep-
tiden untersucht wurde [74, 75]. Im Falle dieses Systems stehen zur Quervernetzung
ausschlieflich Wasserstoffbriickenbindungen zur Verfiigung. Bei Alginatgelen wird zu-
sitzlich die vernetzende Wirkung von divalenten Kationen z.B. Calcium ausgenutzt.
Eines dieser Tonen bindet gleichzeitig an die freien Carboxylgruppen von zwei Alginat-
Polysaccharidketten und vernetzt diese so. Jedoch reichen nur die Calciumkonzentra-
tionen im Auge aus, eine ausreichende Gelierung auszulsen [76, 77|. Bindungen tiber
gegensitzlich geladene Ionen sind zwischen zwei verschiedenen Polymeren auch ohne
Tonen moglich, sofern eines davon einen Uberschuss an negativen das andere einen
Uberschuss an positiven Ladungen trigt. Die auf diese Weise entstehenden Systeme
werden Polyelektrolytkomplexe genannt [40, 41]. So bilden Chitosan mit seiner posi-
tiven und Hyaluronan |78| mit seiner negativen Ladung einen solchen Komplex, aber
auch Alginat und Gelatine sind méogliche Komplexpartner [79]. Da die Ladungen in
Form von Amino- und Carboxylgruppen vorliegen und erst durch Protonierung bzw.
Deprotonierung entstehen, sind diese — und damit auch die Komplexe — vom pH-Wert

abhéngig.

1.2.3.4. Organogele

Alle bisher diskutierten injizierbaren Implantate basieren auf Polymeren und teilweise
Wasser. Neben diesen gibt es jedoch wie schon bei den vorgeformten Implantaten auch
Systeme welche auf Lipiden basieren. Die Vor- und Nachteile dieser Stoffklasse wurden
bereits in Kapitel 1.2.1 diskutiert. Die Gelierung von fliissigen Lipiden erfolgt durch
meist niedermolekulare Gelatoren, welche sich zu einer Matrix anordnen und so die zu-
sammenhéngende Lipidphase binden [34]. Die Herstellung dhnelt sich bei den verschie-
denen Systemen stark. Der Gelator wird in einem fliissigen Lipid unter Erhitzen gelost.
Beim Abkiihlen nimmt dessen Loslichkeit wieder ab und er beginnt zu aggregieren.
Dabei werden faserartige Strukturen ausgebildet. Gebrauchliche Organogelatoren sind
L-Alanin-Fettsdure-Derivate wie z.B. N-Stearoyl-L-Alaninmethylester und N-Stearoyl-
L-Alaninethylester [80] und Glycerolfettsaureester wie Glycerolmonooleat, - monopal-
mitostearat (Precirol®) und -monolinoleat [34]. Auferdem werden Ethylcellulose- und
12-Hydroxystearinsdure-Gele beschrieben [81].

L-Alanin-Fettsdure-Derivate bilden iiber Van-der-Waals-Krifte und Wasserstoftbrii-

ckenbindungen z.B. mit Farberdistelol ein hochviskoses Gel [34]. Um dessen Spritz-



1. Einleitung Seite 14

barkeit zu verbessern kann 10 % N-Methylpyrrolidon zugesetzt werden, welches nach
der Applikation aus dem System herausdiffundiert. Daraus konnte Leuprorelin fiir 14—
25 Tage freigesetzt werden. Eine chemische Kastration durch Inhibierung der Testoste-
ronsekretion gelang fiir bis zu 50 Tage [82]. Die Rivastigminfreigabe wurde iiber 11 Tage
verzogert. Hierbei ist die geringe initiale Freisetzung von unter 15 % hervorzuheben [83].
Dabei wurde aufierdem eine gute Biokompatibilitdt festgestellt [82].

Die in Wasser unloslichen monosubstituierten Glycerole bilden lyotrope Fliissigkris-
talle und ab einem Wassergehalt von 35 % kubische Phasen mit gelartigem Charakter
[34]. Die Freisetzungskinetik aus diesen hochviskosen Systemen ist von der Wasserlos-
lichkeit des Arzneistoffs abhéngig. So wurde Insulin aus Glycerolmonooleat innerhalb
von 4 Tagen freigesetzt wahrend bei Somatostatin nur 6 h moglich waren. Durch die
Zugabe von pflanzlichem Ol konnte die Spritzbarkeit und die Freisetzungsdauer ver-
bessert werden [34]. Ein System aus dem polyglykolysierten Aprikosenkerndl Precirol®
[84] konnte mit Levonorgestrel und Ethinylestradiol beladen in Ratten den Sexualzyklus
fiir 40 Tage blockieren [85]. Die Wirkdauer entsprach dabei der Zeit, die fir den Abbau
von Glycerolmonooleat durch Lipasen benotigt wird. Deshalb wurde ein erosionskon-
trollierter Freisetzungsmechanismus angenommen. Die trotz aller Mafknahmen immer
noch recht hohe Viskositat und damit schlechte Spritzbarkeit fiihrte zur Entwicklung
niedrigviskoser Systeme, welche erst durch Kontakt mit Wasser in situ kubische Pha-
sen ausbilden. Diese entstehen bei der Mischung von geschmolzenen Monoglyceriden,
Cosolventien wie Ethanol, Polyethylenglykol, 2-Pyrrolidon und Dimethylsulfoxid und
anschliefender Arzneistoffzugabe in wéssriger Losung [86]. Diese Systeme konnten au-
ferdem ohne signifikante Anderungen im Phasenverhalten durch Gammastrahlen und
Autoklavieren sterilisiert oder einer keimmindernden Filtration unterzogen werden.

Organogele auf Basis von Ethylcellulose werden erst seit ein paar Jahren intensi-
ver untersucht. Hergestellt werden diese wie die Systeme zuvor durch gemeinsames
Erhitzen von fliissigem Lipid und Gelator, in diesem Fall oberhalb der Glasiibergang-
stemperatur der Ethylcellulose. Gravelle et. al. wihlten 140 °C als Zieltemperatur [87].
Nach dem Abkiihlen bildete sich das Gel. Bislang wurde dieser Typ vornehmlich hin-
sichtlich lebensmitteltechnologischer Einsatzgebiete untersucht, z.B. als Ersatz fiir feste
geséttigte Fette [81], da Ethylcellulose als 1,4-3-glykosidisch verkniipftes Polysaccharid
nicht vom menschlichen Kérper abgebaut werden kann. Ein alternatives bioabbaubares
Polymer wiirde diesen Systemen jedoch ein weites Feld eroffnen.

12-Hydroxystearinsaure ist in der Kosmetik seit geraumer Zeit verbreitet. Die Ver-
traglichkeit wurde Jahre lang untersucht. In der Literatur der letzten 10 Jahre wird sie
durchweg als biokompatibel bezeichnet und die guten Gelbildungseigenschaften bei vie-
len verschiedenen organischen Losungsmitteln und Olen sowie die kommerzielle Verfiig-
barkeit gelobt [81, 88-92]. Der Gelbildungsmechanismus, der Einfluss der Chiralitét und
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die physikochemischen Eigenschaften der Gele aus verschieden Olen und organischen
Losungsmitteln wurden ausgiebig untersucht [91]. Die Herstellung lauft erneut nach
dem gleichen Schema wie bei den anderen Organogelen ab. 12-Hydroxystearinsédure
wird zusammen mit dem Ol oder dem organischen Losungsmittel auf 70 °C erwéirmt und
damit unterhalb des Schmelzpunktes. Beim Abkiihlen bildet sich bei einer bestimmten
Temperatur, welche von der Art des Ols und der 12-Hydroxystearinsaurekonzentration
abhéngig ist, das Gel [88]. Auch die rheologischen Eigenschaften sind von diesen bei-
den Faktoren abhéngig [90]. Neben der Verwendung in der Kosmetik werden zahlreiche
weitere Einsatzgebiete erforscht. Ahnlich wie Ethylcellulose ist ein Einsatz des Gels
als Austauschstoff fiir gesittigte Lipide moglich [81]. Auch als Arzneistofftrager wird
es untersucht. So entwickelten Han et. al. Nanocontainer fiir Proteine auf dieser Basis
[89]. Der Einsatz als System zur kontrollierten Freisetzung ist jedoch noch unerforscht.
Dabei erfiillt dieses System viele Voraussetzungen. Alle Bestandteile sind als Produkte
biologischer Herkunft bioabbaubar. Insbesondere fiir die Formulierung von Proteinen
ist von Bedeutung, dass keine organischen Losungsmittel zum Einsatz kommen. Wei-
tere fiir Proteine kritische Punkte sind bislang nicht untersucht. So z.B. ob diese Gele
auch nach dem Erhitzen noch beladen werden koénnen und welche Scherbelastung ein

Protein dabei tiberstehen muss.

1.3. Zielstellung

Auf Grundlage der aktuellen Forschungssituation wurden die 12-Hydroxystearinsaure-
gele als besonders untersuchenswert erachtet. Aufgrund der bisher in der Literatur be-
schriebenen Ergebnisse scheinen diese ein geeigneter Ansatz zu sein. Das Ziel dieser Ar-
beit ist es, solche Gelsysteme zu entwickeln, welche bei ihrer Herstellung die kritischen
Faktoren der Proteinformulierung, wie Warme, Scherbelastung und Lésungsmittelein-
fluss, beriicksichtigen sowie diese in witro und in wvivo hinsichtlich ihrer pharmakoki-
netischen und physikochemischen Eigenschaften zu charakterisieren. Zunéchst miissen
geeignete Systeme aus den vielen moglichen 12-Hydroxystearinsduregelen ausgewahlt
werden. Insbesondere die Auswahl der lipophilen Fliissigkeit ist von Bedeutung, da die-
se einen Grofsteil zur Biokompatibilitdt beitrdgt. Auferdem muss 12-Hydroxystearin-
sdure damit Gele ausreichender Festigkeit bilden. Die dafiir notwendige Konzentration
ist zu ermitteln. Sind Systeme ausreichender mechanischer Festigkeit gefunden muss
eine Moglichkeit gefunden werden, diese mit Proteinen zu beladen. Ab diesem Schritt
miissen die fiir Proteine kritischen Faktoren wie Wiarme, Scherbelastung oder organi-
sche Losungsmittel vermieden oder die Einflussdauer und Intensitét gering gehalten
werden, um eine Denaturierung oder Aggregation zu verhindern. Ist die Herstellung

solcher Systeme, welche diese Anforderungen erfiillen, gelungen, gilt es diese zu cha-
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rakterisieren. Um eine Vorstellung iiber die morphologischen Eigenschaften zu erhal-
ten, werden diese mittels mikroskopischer Verfahren untersucht werden. Die Stabilitét
der Gele wird unter verschiedenen Belastungen bestimmt werden. Fiir die physikoche-
mische Charakterisierung werden Kernspinresonanzrelaxometrie (Bt-NMR)und oszil-
lierende Rheologie verwendet werden. Damit sollen die Grundlagen fiir eine spétere
In-vitro/ In-vivo-Korrelation gelegt werden. Da der pH-Wert und dessen Konstanz fiir
die Stabilitat vieler Proteine von Bedeutung, ist soll dieser mittels Elektronenspinre-
sonanzspektroskopie (ESR) untersucht werden. Die Uberwachung der Stabilitéit des
Proteins hinsichtlich auftretender Aggregation soll ebenfalls mittels Elektronenspinre-
sonanzspektroskopie und zusétzlich mit Asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung
(A4F) erfolgen, um die Eignung des entwickelten Herstellungsverfahrens zu belegen.
Neben diesen Punkten muss das System jedoch immer noch injizierbar bleiben. Aus
diesem Grund wird die dazu notwendige Kraft mittels TextureAnalyzer bestimmt wer-
den. Die Freisetzungseigenschaften schliefslich werden in wvitro mit Magnetresonanzto-
mographie (MRT) und multispektraler Fluoreszenzbildgebung und in vivo ebenfalls
mittels Fluoreszenzbildgebung untersucht werden, um die Fahigkeit der entwickelten

Systeme zur kontrollierten Freisetzung von Proteinen zu beweisen.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Entwicklung

2.1.1. Auswahl der lipophilen Phase

Die Abhéngigkeit des Gelierungsvermégens von 12-Hydroxystearinsdure von der Art
der zu gelierenden lipophilen Flissigkeit ist bereits in der Literatur beschrieben [90]. Da
die dort untersuchten Fliissigkeiten sich nur teilweise fiir parenterale Zwecke verwenden
lassen, wurde zu Beginn der Entwicklung eine eigene Ubersicht iiber das Gelbildungs-
verhalten von 12-Hydroxystearinsdure in verschiedenen relevanten und interessanten
Olen und fliissigen Wachsen erstellt. Untersucht wurden je zwei Ole und fliissige Wach-
se jeweils mit einmal stérkerer und einmal schwiicherer Lipophilie. Die Ole waren das
lipophile Erdnussol und die weniger lipophilen mittelkettigen Triglyceride. Bei den
Wachsen wurden das relativ hydrophile Isopropylmyristat und das sehr lipophile Jojo-
badl verwendet.

Hergestellt wurde jeweils eine Konzentrationsreihe von 1% bis 6 %. Dazu wurde je-
weils 1g Gel wie auf Seite 82 beschrieben in einem 4 ml Glasgefafs herstellt und auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Anschliekend wurden die Glaschen 180° um die horizon-
tale Achse gedreht (,Vial-Inversion-Methode) um die Fliekfahigkeit zu untersuchen.
Abbildung 3 auf Seite 18 zeigt, dass die hergestellten Zusammensetzungen eine Gel-
bildung in unterschiedlichem Ausmaf aufwiesen. Bei den Proben mit 1% 12-Hydroxy-
stearinsaure reichte die Gelbildung bei Raumtemperatur von leichter Flockenbildung in
Verbindung mit teilweise vorhandener Flieffdhigkeit bei Isopropylmyristat bis zur Bil-
dung eines schon relativ festen Gels bei den restlichen Olen und Wachsen, insbesondere
bei Erdnuss- und Jojobadl.

Durch erneutes Erhitzen auf 37°C wurde die Stabilitat der Gele bei In-vivo-Bedin-
gungen getestet. Dazu wurden die Glédschen im Orbitalschiittler ohne Schiittelbewegung
erwarmt und anschliefend der Metallblock inklusive der Geféafse 180° um die horizon-
tale Achse gedreht. In dieser Position kiihlten sowohl Metallblock als auch die Proben
langsam aus. Wie Abbildung 4 auf Seite 19 zeigt, waren bei 37°C die auf MCT basie-
renden Gele ab 1,5 % 12-Hydroxystearinsaure stabil, auf Isopropylmyristatbasis waren
mindestens 2 % erforderlich, bei Erdnuss- und Jojobadl waren alle untersuchten Kon-
zentrationen bei 37 °C noch gelartig, wobei die 1% Probe des Jojobadls sich unter der
eigenen Gewichtskraft bereits leicht verformte, jedoch nicht floss.

Mit dem Ziel insbesondere Unterschiede zwischen Erdnuss- und Jojobadl aber auch

zwischen den anderen Grundlagen aufzuzeigen wurde der Versuch bei 50°C wieder-
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Abbildung 3: Gele mit verschiedenen Olen und 12-Hydrozystearinsiurekonzentra-
tionen ber Raumtemperatur nach 180°-Drehung. Von oben nach unten: Mittelkettige

Triglyceride, Erdnussol, Isopropylmyristat, Jojobadl. Von links nach rechts: 1%, 1,5 %,
2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 5%, 6%.
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Abbildung 4: Gele mit verschiedenen Olen und 12-Hydrozystearinsiurekonzentra-
tionen nach 180°-Drehung bei 37°C. Von oben nach unten: Mittelkettige Triglyceride,

Erdnussol, Isopropylmyristat, Jojobaol. Von links nach rechts: 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
3%, 3,5%, 4%, 5%, 6 %.
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holt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 auf Seite 21 zu sehen. Die Gele auf Grundla-
ge von Isopropylmyristat zeigten erst ab einer 12-Hydroxystearinsdure-Konzentration
von 6 % keine Fliekfahigkeit mehr, bei mittelkettigen Triglyceriden waren mindestens
3.5 % notig. Unter diesen Bedingungen war es auch moglich einen Unterschied zwischen
Erdnuss- und Jojobadl festzustellen. Wahrend bei Erdnussol 1,5 % 12-Hydroxystearin-
saure ausreichten, wurden bei Jojobadl mindestens 2 % bendtigt um bei 50 °C ein Gel
zu formen.

Das Gelbildungsvermégen von 12-Hydroxystearinsdure nimmt von Isopropylmyristat
iiber mittelkettige Triglyceride bis hin zu Jojoba- und schliefslich Erdnussél zu. In An-
betracht der Eigenschaften der lipophilen Fliissigkeiten scheint es einen Zusammenhang
zwischen dem Gelbildungverhalten und der Lipophilie der Fliissigkeit zu geben. Jojoba-
und Erdnussol mit ihrem stark ausgeprigten lipophilen Charakter zeigen eine starkere
Gelbildung als die weniger lipophilen Substanzen Isopropylmyristat und mittelkettige
Triglyceride. Ursache dafiir konnte die aufgrund der Hydroxygruppe im Vergleich z.B.
zur Stearinsaure schwacher ausgepriagte Lipophilie der 12-Hydroxystearinsédure sein.
Dadurch ist zu erwarten, dass diese starker mit Isopropylmyristat und mittelkettigen
Triglyceriden interagiert als mit Jojoba- und Erdnussol. Damit ist es wahrscheinlich,
dass die ersten beiden 12-Hydroxystearinsaure verstéirkt solubilisieren, wihrend letzte-
re eher ermoglichen eine Gelmatrix aufzubauen. Ein Einfluss der Stoftklasse — Wachs
oder fettes Ol — ist in diesen Versuchen nicht zu erkennen.

Aufgrund der dargestellten Versuche scheint Erdnussol die geeignetste Grundlage zu
sein, wihrend Isopropylmyristat von vornherein ausscheidet. Da keine in vivo Daten zu
Jojobadl vorliegen und kein Vorteil gegeniiber Erdnussol zu erwarten ist, wurde auf eine
weitere Untersuchung dieser Gele verzichtet. Als alternative Rezeptur wurden deshalb
die auf mittelkettigen Triglyceriden basierenden Gele verwendet, da dieses Ol bereits
parenteral Verwendung findet. Aus Sicht der Gelbildung scheint 3 % 12-Hydroxystearin-

sdure als einheitliche Konzentration fiir beide Grundlagen geeignet zu sein.

2.1.2. Physikalisch stabilisierte Emulsionsgele

Im néchsten Schritt wurde versucht, die Gele mit einer wéssrigen Phase zu beladen
und so W/O-Emulsionsgele zu erzeugen. Da Emulgatoren auf physiologische Gewebe
grundsétzlich eine reizende Wirkung haben kénnen, wurde zunéchst versucht darauf zu
verzichten. Dies erfolgte in Anlehnung an die Kiihlsalbe DAB [93], die ebenfalls ohne
echten Emulgator auskommt und somit als besonders reizarm gilt.

Da die Stabilisierung der Emulsion physikalisch durch das Gel selbst erfolgen sollte
und dessen Festigkeit von der Konzentration an 12-Hydroxystearinsédure abhangt, wur-
de fiir diese Untersuchung mit den beiden ausgewihlten Olen, MCT und Erdnussél, er-

neut eine Konzentrationsreihe — in diesem Fall von 2 % bis 6 % 12-Hydroxystearinsaure
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Abbildung 5: Gele mit verschiedenen Olen und 12-Hydrozystearinsiurekonzentra-
tionen nach 180°-Drehung bei 50 °C. Von oben nach unten: Mittelkettige Triglyceride,

Erdnussol, Isopropylmyristat, Jojobaol. Von links nach rechts: 1%, 1,5%, 2%, 2,5%,
3%, 3,5%, 4%, 5%, 6 %.
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Abbildung 6: Emulsionsgele mit MC'T und Erdnussél und verschiedenen 12-Hydroxy-
stearinsdurekonzentrationen. Oben: Mittelkettige Triglyceride, unten: Erdnussél. Von
links nach rechts: 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 5%, 6 % 12-Hydroxystearinsiure.

berechnet auf die Masse der lipophilen Phase — im Umfang von jeweils 1g pro Probe
erstellt. Die Homogenisierung erfolgte im SpeedMixerTM DAC 150 SP bei 3500 min—!,
da dies ein effektives und fiir Proteine schonendes Verfahren ist [94].

Nach 5min Vormischzeit wurden 100l einer Dextranblaulosung auf das bereits
gebildete aber noch weiche Gel gegeben und 60 s homogenisiert. Abbildung 6 zeigt die
entstandenen , Emulsionsgele’.

Teilweise wurde die innere Phase zwar aufgenommen, jedoch in keinem Versuch
vollstdndig und stets mit Tropfchen im deutlich sichtbaren Gréfenbereich. Der Ansatz,
die Emulsionsgele auf rein physikalischem Wege zu stabilisieren, wurde damit verworfen

und mit der Suche nach geeigneten Emulgatoren begonnen.

2.1.3. Auswahl des Emulgators

Um die Emulsion zu stabilisieren, wurden zwei verschiedene W /O Emulgatoren getestet
(Abbildung 7 auf Seite 23). Dies waren Span’ " 60, welches weit verbreitet und als Pul-
ver leicht zu verarbeiten ist, und Cithrol" DPHS (Macrogol-30-Dipolyhydroxystearat),
ein neuer, besonders leistungsféhiger Emulgator [95]. Letzterer scheint aufgrund seiner

strukturellen Ahnlichkeit zu 12-Hydroxystearinsiure besonders gut geeignet zu sein.
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Abbildung 7: Tensidhaltige Gele mit 3% 12-Hydroxystearinsdure auf Basis von MCT
(oben) und Erdnussél (unten). Die jeweils erste Reihe enthilt Span”" 60 die zweite
Cithrol""" DPHS. Von links nach rechts 1-6 % an Emulgator-
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Abbildung 8: Emulsionsgel bestehend aus 50 % Dextranblaulésung und 50 % Lipogel
auf Basis von MCT mit 4% Cithrol' DPHS und 3% 12-Hydrozystearinsiure.

Hergestellt wurden die Grundgele wie auf Seite 82 beschrieben mit Konzentrationen
von 1 % bis 6 % Emulgator bezogen auf die Gesamtendmasse in einer Menge von 1 g pro
Probe. Nach dem Abkiihlen wurden die Gele optisch bewertet. Da die Stabilisierung
in diesem Fall durch den Emulgator erfolgte, wurde die in Kapitel 2.1.1 ermittelte
12-Hydroxystearinsdure-Konzentration von 3 % verwendet.

Wie in Abbildung 7 zu sehen, schien SpanTM 60 mit der 12-Hydroxystearinsdure
zu interagieren. Mit steigender Konzentration des Emulgators kam es zu einer zuneh-
menden Flockenbildung. Bei Cithrol" " DPHS trat dieser Effekt nicht auf. Bis hin zur
hochsten getesteten Konzentration von 6 % blieben die Proben klar und waren optisch
nicht von einander zu unterscheiden. Auf dieser Basis wurde sich fiir Cithrol' DPHS

als Emulgator entschieden.

2.1.4. Beladungskapazitat

Um die Aufnahmekapazitdt der Gele fiir eine wassrige Phase zu bestimmen, wurde
eine Reihe von 10% bis 90 % innerer Phase, berechnet auf die Endmasse, wie auf
Seite 82 beschrieben, hergestellt. Dafiir wurden fiir jedes Ol jeweils zwei Gele mit je
3% 12-Hydroxystearinséure und 2% bzw. 4% Cithrol' ' DPHS verwendet. Aus diesen
wurden anschlieffend mit der Dextranblaulosung die Emulsionsgele hergestellt. Dabei
wurde eine Vormischzeit von 45s fiir die erdnussél- und 150 s fiir die MCT-basierten
Gele verwendet, da aufgrund des unterschiedlichen Gelbildungsverhaltens auf diese
Weise fiir beide Systeme die optimale Festigkeit fiir die Zugabe der Losung erreicht
wurde.

Wie Abbildung 8 auf Seite 24 zeigt, war bei einem Anteil von 50 % innerer Phase die
Gelstabilitéit bereits nicht mehr gegeben. Von der schwécheren Gelbildung ist insbeson-
dere das gezeigte Gel auf MCT-Basis betroffen. Ursachen dafiir sind eine unvollstéandige
Riickbildung der Gelstruktur nach Scherung unterhalb der Gelbildungstemperatur.

Durch erneutes Erwérmen des Geles im auf 50 °C temperierten Orbitalschiittler (oh-
ne Schiittelbewegung) fiir 5 min wurde versucht die Struktur sich neu bilden zu lassen.
Durch anschliefendes Mischen im SpeedMixerTM DAC 150 SP fiir 5s bei 3500 min~*

wurde einer moglichen Entmischung vorgebeugt. Dies hatte zusétzlich den positiven Ne-
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Abbildung 9: Emulsionsgele mit verschiedenen Anteilen an Dextranblaulésung (10—
90 % ). Dargestellt sind Gele mit 3% 12-Hydrozystearinsiure auf Basis von Erdnussol
(oben) und MCT (unten) mit 2% (links) und 4% (rechts) Cithrol' DPHS im Aus-

gangsgel.

beneffekt, dass ein eventuell unzureichendes Mischergebnis des ersten Durchgangs ver-
vollsténdigt wurde. Die Abkiihlung erfolgte anschlieffend in absoluter Ruhe bei Raum-
temperatur. Auf die Proteinstabilitdt hat ein solch kurzes Erwédrmen kaum Einfluss.
Besonders thermolabile Proteine konnten durch Zusatz von z.B. Trehalose stabilisiert
werden [96].

Abbildung 9 auf Seite 25 zeigt, dass alle getesteten Gele in der Lage waren mindes-
tens 70 % innere Phase aufzunehmen. Das MCT-Gel mit 4% Cithrol' DPHS nahm
sogar 90 % fast vollstandig auf. Insgesamt lief der Aufnahmeprozess bei den MCT-Gelen
einfacher ab. Bis 70 % innere Phase reichte der einfache in Kapitel 4.2.1 beschriebene
Herstellungszyklus aus, um ein homogenes Gel zu erhalten. Bei den Gelen auf Erd-
nussolbasis funktionierte dies nur bis 50 %. Bei den 70 %-Proben wurde das einminiitige
Mischen fiinf mal wiederholt, anschlieffen das Gel erneut auf 70 °C erwérmt und noch-
mals eine Minute homogenisiert. Dieser Ablauf war experimenteller Natur und ist fiir
dieses System in seiner Funktion als Proteinformulierung ungeeignet. Ein Unterschied
zwischen den verschiedenen Konzentrationen an Cithrol' DPHS war an dieser Stelle
nicht festzustellen.

Da die Erdnussolgele eine hohere Gelbildungstemperatur besitzen, war das zusétz-

liche Verfestigen durch Erwéarmen auf 50 °C von weit geringerem Effekt als bei MCT.
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Dies war jedoch fiir die weitere Verwendung unproblematisch, da diese Gele bereits
nach der einfachen Herstellung eine weit hohere Festigkeit besafen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden vier verschiedene Zusammensetzungen, welche
in Tabelle 9 auf Seite 83 aufgefiihrt sind, ausgewahlt. Dabei wurde sich fiir die héhere
Konzentration an Cithrol' DPHS entschieden, da die geringere sich insbesondere bei
,Gel D als unzuverléssig erwies und gelegentlich zusétzliche Homogenisationsschritte
erforderte.

Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Gelen zu erreichen wurde bei dem
in Kapitel 4.2.1 beschriebenen finalen Herstellungsprozess grundsatzlich das abschlie-
fsende Verfestigen eingefiigt, unabhéngig ob ein Gel auf MCT- oder Erdnussélbasis
hergestellt wurde. Fiir thermisch hochlabile Proteine bestiinde auch die Moglichkeit
auf diesen Schritt zu verzichten. Die weitere Charakterisierung ist jedoch vollstdndig

fiir die Herstellung mit einer anschliefender Verfestigung durchgefiihrt worden.

2.2. Bestimmung der Tropfchengrole

Ein entscheidendes morphologisches Merkmal der Emulsionsgele ist die Tropfchengrofe
der inneren Phase. Vor allem die Stabilitdt der Emulsion wird dadurch entscheidend
mitbestimmt. Diese wiederum ist die Voraussetzung fiir eine zuverldssige und reprodu-

zierbare Freisetzung.

2.2.1. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mittels der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie wurden die Systeme wie auf Sei-
te 82 beschrieben prépariert und untersucht. Die Aufnahmen sind in den Abbildun-
gen 10 und 11 auf den Seiten 27 und 28 zu sehen. Rhodamin 110 (wéssrige Phase)
ist griin dargestellt, Dil (6lige Phase) rot. Es fallt auf, dass keine klar abgegrenzten
Tropfchen erkennbar sind. Vielmehr ist von einigen wenigen groferen Tropfchen abge-
sehen mehr eine Art griiner ,,Nebel“ zu sehen. Dafiir gibt es zwei mogliche Erklarungen.
Zum einen konnte ein zu groker Anteil des Rhodamin 110 ins Ol diffundiert sein. Ei-
ne andere Moglichkeit ist, dass sich die Tropfchen in der gleichen Grofenordnung wie
die Auflésung, also bei ca. 1 pm, oder darunter befanden, da bei fluoreszenzmikroskopi-
schen Methoden, wozu konfokale Laser-Scanning Mikroskopie zéhlt, auch das emittierte
Licht von Strukturen unterhalb der Auflésungsgrenze detektiert, jedoch nicht raumlich
aufgelost werden kann. Um dies eindeutig zu kliren, kam ein zweites mikroskopisches
Verfahren, welches ohne markierende Farbstoffe auskommt, zum Einsatz, die Phasen-

kontrastmikroskopie.
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Abbildung 10: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Gel A (oben) und B (un-
ten). Grin: Rhodamin 110 (wdssrige Phase) Rot: Dil (6lige Phase).
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Abbildung 11: Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Gel C' (oben) und D (un-
ten). Grin: Rhodamin 110 (wdssrige Phase) Rot: Dil (6lige Phase).
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2.2.2. Phasenkontrastmikroskopie

Wie die Abbildungen 12 und 13 auf den Seiten 30 und 31 zeigen, lagen bei allen vier
Gelen die meisten Tropfchen im Grofienbereich unter und um 1 pm. Damit wurde das
Ergebnis der konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie bestétigt und die Diffusion von
Rhodamin 110 ins Ol als nicht fiir den griinen ,Nebel“ verantwortlich nachgewiesen.
Der Grofenunterschied zwischen den Gelen mit 10 % und denen mit 50 % innerer Phase
war dabei unerwartet gering. Die Grofenverteilung schien dabei jedoch generell recht
inhomogen zu sein, da auch zahlreiche Tropfchen mit einer Gréfse von bis zu 5 pm vor-
handen waren. Dabei ist jedoch nicht auszuschlieften, dass diese erst durch Koaleszenz
an der Glasoberfliche der Objekttriger wihrend des Praparierens entstanden. Ein Ab-
gleich mit nichtmikroskopischen Gréfenmessmethoden war nicht moglich, da einfache
Laserdiffraktometrie mit 6ligen Systemen nicht moglich ist und fiir Photonenkorrela-
tionsspektroskopie zu wenig iiber die dufere Phase bekannt ist (z.B. Brechungsindex
und Viskositét oberhalb der Gelbildungstemperatur). Gefrierbruch, welcher die innere
Struktur nur minimal beeinflussen sollte, mit anschliefsender Transmissionselektronen-

mikroskopie lieferte keine verwertbaren Ergebnisse.

2.3. Gelstabilitat

2.3.1. Zentrifugation

Zum Einschétzen der Stabilitdt der Gele wurden diese wie auf Seite 85 beschrieben
durch Zentrifugieren einer erhohten Belastung ausgesetzt. Abbildung 14 auf Seite 32
zeigt die Gele A-D im Anschluss an die Prozedur. Bei allen Gelen war eine diinne
Schicht klares Ol ausgetreten. Nach wenigen Minuten war diese, vermutlich durch Dif-
fusion von 12-Hydroxystearinsdure aus dem Gel, wieder geliert. Die wéssrige innere
Phase hatte sich dagegen nicht verédndert. Diese wéire im Falle des Brechens der Emul-
sion als kréftige blaue Schicht am Boden des Geféfses zu sehen gewesen. Die Emulsion

war somit stabil.

2.3.2. Lagerung

Die Verdnderungen der Gele im Verlauf von 28 Tagen sind in Abbildung 15 auf Seite 32
dargestellt. Zu Beginn der Untersuchung lag in jedem Fall ein homogenes Gel vor.
Besonders auffillig waren die Verdnderungen wahrend der Lagerung bei 37 °C. Bereits
nach 7 Tage war bei allen vier Systemen der hellblaue Bereich abgesunken. Innerhalb
von weiteren 7 Tagen schritt dieser Prozess weiter fort und stagnierte danach. Dieses

Verhalten war bei den Gelen mit nur 10 % innerer Phase deutlich stiarker ausgepragt
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Abbildung 12: Phasenkontrastmikroskopie von Gel A (oben) und B (unten).
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Abbildung 13: Phasenkontrastmikroskopie von Gel C (oben) und D (unten).
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Abbildung 14: Die Gele A-D (von links nach reqﬁts) nach dem Zentrifugieren. Bei
allen Systemen hatte sich eine diinne klare Schicht Ol abgesetzt. Wissrige innere Phase
war jedoch nicht ausgetreten.

Abbildung 15: Ubersicht iiber die Gele A-D (jeweils von links nach rechts im Einzel-
bild) nach Lagerung bei —20°C, im Kihlschrank (4-8°C), im Klimaschrank bei 23 °C
und 37°C (von links nach rechts) fir 0, 7, 14, 21 und 28 Tage (von oben nach unten).
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als bei 50 % Anteil. Auferdem trat es bei den MCT-Systemen etwas stiarker auf als bei
erdnussolbasierten. Bei den anderen Lagertemperaturen trat dieser Effekt nicht (Gele A
und D) oder nur geringfiigig (Gele B und C im Kiihlschrank) auf. Das Auftreten bei
Lagerung im Kiihlschrank ist vermutlich mit den Temperaturwechseln wahrend der
fotografischen Aufnahmen zu begriinden, da bei 23 °C alle vier Systeme stabil waren.

Bei dieser Verdnderung handelte es sich vermutlich um eine Sedimentation der Was-
sertropfchen im bei hoheren Temperaturen entsprechend mobileren Gel. Die Grofzahl
der Tropfchen sank im Gel nach unten und hinterliefs im oberen Bereich ein klares Gel,
in welchem nur jene Tropfchen verblieben, welche zu klein zum Sedimentieren waren.
Diese triibten entsprechend diesen Gelbereich kaum, wodurch die Anfarbung stérker
zur Geltung kam. Ein Austreten von fliissigem Ol wie bei der Zentrifugation (verglei-
che Kapitel 2.3.1) und damit verbundenes Schrumpfen des Gels kann ausgeschlossen
werden, da sich in diesem Fall die Geloberfliche von Gel A bei 37°C begradigt hat-
te. Die Schréage blieb jedoch unverdndert. Aufserdem war das durch die Zentrifugation
abgetrennte Ol frei von jeglicher Blaufirbung.

Die Unterschiede zwischen den beiden Olen sind mit deren Gelbildungsverhalten zu
erkldren. Da MCT das schwéchere Gel bildet und eine niedrigere Gelbildungstempe-
ratur aufweist, wird den Tropfchen ein geringerer Widerstand entgegen gesetzt. Die
gleiche Auswirkung hat die generell bei MCT niedrigere Viskositét. Der Einfluss der
Menge an innerer Phase begriindet sich in der dichtesten , Tropfchenpackung”, die ent-
stehen kann. Wie bereits in Kapitel 2.2.2 gezeigt, unterscheiden sich die Gele nicht in
der Grofke der Tropfchen sondern nur in deren Anzahl. Unter der Annahme, dass die
Tropfchen bis zu dieser dichtesten Packung zusammensinken, bilden die vielen Tropf-
chen der Gele C und D eine entsprechend dickere Schicht, als die wenigen der Gele A
und B. Damit erklart sich auch die Stagnation der Sedimentation nach 14 Tagen. Zu
diesem Punkt war die maximale Packungsdichte erreicht. Ein weiteres Absinken wiirde
eine Koaleszenz oder ein vollstdndiges Brechen der Emulsion bedingen. Genau in dieser

Hinsicht waren diese im untersuchten Zeitraum jedoch vollkommen stabil.

2.3.3. Aktives Trennen der Emulsion

Die Moglichkeit die innere Phase der Emulsion abzutrennen und zu isolieren ist fiir viele
analytische Ansédtze von Bedeutung. Insbesondere kann auf diesem Wege iiberpriift
werden, ob das Protein den Herstellungsprozess unbeschadet iiberstanden hat.

Die Versuche wurden wie auf Seite 86 beschrieben durchgefiihrt. Dabei zeigte sich
jedoch, dass sich aus den Gelen selbst nach mehrstiindigem Zentrifugieren nicht mehr
als nur eine diinne Schicht Ol absetzte. Die innere Phase blieb vollkommen intakt.

Daraufhin wurde versucht, das Gel in organischen Losungsmitteln zu losen und auf

diese Weise die innere Phase — gegebenenfalls unter Zuhilfenahme von Zentrifugation
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Abbildung 16: Versuche die Gele A-D (jewez]s von links nach rechts) in verschiede-
nen Losungsmitteln bzw. dem entsprechenden Ol zu lésen. Dargestellt sind jeweils die

Proben nach der Homogenisierung (oben) und nach finfminiitigem Zentrifugieren bei
2500 % g (unten).

— freizusetzen. Dafiir wurde zunéchst die Mischbarkeit verschiedener mit Wasser nicht
mischbarer Losungsmittel (vergleiche Kapitel 4.2.3.3) mit MCT und Erdnussél iiber-
priift und bestétigt. Es wurde versucht jedes der Gele A-D in diesen Losungsmitteln
zu 16sen. Zusitzlich sollten die Gele mit dem jeweiligen Ol ,yerdiinnt” werden. Wie aus
Abbildung 16 auf Seite 34 hervorgeht, waren nur Diethylether und Dichlormethan in
der Lage die Gele in ausreichendem Ausmafs zu 16sen. Diethylether hatte dabei den
Nachteil, dass das Gel zwar gelost wurde, es sich jedoch keine fliissige Phase separierte.

Das blaue Sediment war fest und leicht redispergierbar. Dichlormethan schien dagegen
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Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der ESR-Messdaten der MCT-Phase der
MCT/PBS, i 4 o-Mischung durch die Summe von 12 ersten Ableitungen von Gaufs-
Funktionen in MagicPlot. Messdaten und Summenfunktion sind deckungsgleich.

direkt ein Brechen der Emulsion zu begiinstigen. Allein die Zugabe mit anschlieffendem
Homogenisieren verursachte ein Absetzen von wéssriger Phase, was durch Zentrifuga-
tion noch verstiarkt wurde. Eine Gewinnung der inneren Phase fiir analytische Zwecke
ist zwar vorstellbar. Ein spontanes Brechen der Emulsion wihrend der Lagerung oder

auch der Verweildauer im Korper erscheint jedoch vollkommen ausgeschlossen.

2.4. pH-Wert-Messung

Die Verteilung der Spinsonde AT wurde wie in Kapitel 4.2.9.3 auf Seite 92 beschrieben
untersucht. Abbildung 17 auf Seite 35 zeigt beispielhaft die Darstellung der Messda-
ten der MCT-Phase der MCT/PBS 4 ,-Mischung durch die Summe von 12 ersten
Ableitungen von Gaufs-Funktionen in MagicPlot Student. Diese Anzahl war notig um
die Messdaten moglichst genau nachzubilden. Die grau gestrichelt dargestellte Sum-
me der einzelnen Funktionen (diinne schwarze Linien) liegt exakt auf den Messdaten
(schwarze Linie mit erkennbarem Rauschen). Die Summe der Flachen der einzelnen

Gaufk-Funktionen entspricht somit dem zweiten Integral der Messdaten und ist da-
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Tabelle 4: Parameter der einzelnen Gaufs-Funktionen aus denen die Messdaten in
Abbildung 17 auf Seite 35 dargestellt wurden sowie die daraus berechneten Einzelfld-
chen und deren Summe (jeweils vor der Bereinigung um die Vorverstirkung und vor
Berticksichtigung des Korrekturfaktors).

Amplitude  Linienbreite | Fldche
309,09 0,0948 62,39
227,79 0,0881 42,71

98,23 0,0917 19,18
347,34 0,5233 | 386,99
420,69 0,1596 | 142,97
510,16 0,2221 | 241,24

34,53 0,2217 16,30
137,84 0,2345 68,82

36,16 0,3281 25,26
305,24 0,4376 | 284,36

23,89 0,1047 5,33
515,42 0,3468 | 380,49

Summe | 1676,02

mit ein Mafs fiir die Konzentration der Spinsonde. Die Signalintensitat ist auf diese
Weise bestimmt worden, da sowohl Integrieren, aufgrund einer teilweise nicht geraden
Basislinie, als auch vollstandiges Simulieren der Daten nicht méglich war. Da dieser Me-
thode ausschlieflich einzelne Gauf-Funktionen und keine vollstdandigen ESR-Spektren
zugrunde liegen, ist dieses Verfahren ausschlieflich zu Bestimmung der Gesamtintensi-
tdt geeignet und stellt keine spektrale Analyse der Messdaten dar.

In Tabelle 4 auf Seite 36 sind die in Abbildung 17 ermittelten Amplituden und
Breiten sowie die jeweils daraus berechneten Flichen und deren Summe dargestellt.
Diese Prozedur wurde fiir alle vier Mischungen fiir jeweils jede der beiden Phasen
durchgefiihrt und die Ergebnisse um die Vorverstiarkung bereinigt. Aufserdem wurde
die unterschiedliche Mikrowellenabsorption durch einen Korrekturfaktor beriicksichtigt,
welcher fiir wéssrige Systeme 1,00, fiir Erdnussél 0,93 und fir MCT 0,80 betrégt.

Tabelle 5 auf Seite 37 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse aller Mischungen. Der
Verteilungskoeflizient war demnach durch die Art des Ols beeinflusst. Zwischen den
untersuchten pH-Werten schien jedoch in beiden Fallen kein messbarer Unterschied zu
sein. Zusammenfassend ist festzustellen, dass ca. 2-2,5 % der gesamten Spinsonde in die
Erdnussolphase diffundierten. Bei MCT waren es 8,5-9 %. Damit befand sich der mit
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Verteilungsdaten der Spinsonde AT zwischen PBS
mat einem pH-Wert von 4,0 bzw. 6,1 und Erdnussél bzw. MC'T.

Ol pH  Intensititpps  Intensitdts, Verteilungs- Az;btez'l im Ol
koe@‘i;ient m‘% -100%
ApBs
. 4,0 153,42 3,62 0,024 2,31
Erdnussol
6,1 176,09 3,66 0,021 2,03
4,0 143,89 13,41 0,093 8,53
MCT
6,1 163,93 15,79 0,096 8,79
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Abbildung 18: Darstellung der pH-Abhdingigkeit der Hyperfeinaufspaltung (2a,) von
AT. Zusdtzlich ist die Aufspaltung in Erdnussél und MCT zum Vergleich dargestellt.

Abstand grofite Teil der Spinsonde in der fiir diese Untersuchung relevanten wéssrigen

Phase.

In Abbildung 18 auf Seite 37 ist die pH-Abhéngigkeit der Hyperfeinaufspaltung von
AT (2a,) dargestellt. In PBS schwankte diese zwischen ca. 3,13mT bei sauren pH-
Werten unter 4 und ca. 3,30 mT bei pH-Werten oberhalb von 8. Die Aufspaltung in
Erdnussol und MCT lag mit 2,87 mT bzw. 2,88 mT deutlich darunter.

Der zeitliche Verlauf der Hyperfeinaufspaltungen der Gele A—D wird in Abbildung 19

oben auf Seite 38 gezeigt. Die Séulen stellen dabei jeweils den Median aus drei Pro-
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Abbildung 19: Oben: Darstellung der Verinderung der Hyperfeinaufspaltung. Diese
anderte sich mit Ausnahme jeweils einer Probe der Gele A und D (Pfeil) nicht. Auf-
fallig ist auch die stets gleiche Differenz zwischen den verschiedenen Systemen, welche
deutlich gréfier als der Fehler ist. Unten: Ubersicht tiber die Hyperfeinaufspaltungen in
Abhdngigkeit vom Wasseranteil (10, 50 und 100 % ).
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Tabelle 6: Uber die Kalibrierung ermittelte pH-Werte fiir die an Tag 0 gemessenen
Hyperfeinaufspaltungen.

System A B C D

2a, 3,2043 3,1829 3,2106 3,2311

pH-Wert 6,15 5,94 6,21 6,39

ben eines Systems dar. Die Fehlerbalken beschreiben den niedrigsten und den hochsten
Wert. Von jeweils einer Probe der Gele A und D abgesehen waren keine Verédnderun-
gen iiber die Zeit zu erkennen. Auffillig war die stets gleiche Differenz zwischen den
verschiedenen Systemen, welche deutlich grofer als der Fehler war. Dabei ist es un-
wahrscheinlich, dass diese Unterschiede rein zuféllig entstanden, da jeweils alle drei
Proben eines Systems recht nahe beieinander lagen. Auch diirften real unterschiedli-
che pH-Werte nicht die Ursache gewesen sein. Bei einer unkritischen Ubertragung der
gemessenen Hyperfeinaufspaltungen auf die Kalibrierung, wie in Tabelle 6 am Bei-
spiel der Werte fiir Tag 0 gezeigt, wiirden sich bereits um mehr als eine halbe Dekade
abgefallene pH-Werte im Vergleich zum Ausgangswert von pH 6,8 ergeben. Viel wahr-
scheinlicher erschien dagegen, dass durch die Uberlagerung von ESR-Signalen aus der
wassrigen und der 6ligen Phase eine Hyperfeinaufspaltung entstand, welche je nach
Anteilen der Phasen zwischen denen von AT in PBS mit einem pH-Wert von 6,8 und
der in reinem Ol liegt. Auf der Basis dieser Theorie sind auch die Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Systemen plausibel erklarbar. Die grofte Hyperfeinaufspaltung
hatte Gel D. Es besitzt mit 50 % den hoheren Anteil an wassriger Phase und enthalt
gleichzeitig mit Erdnussél das Ol mit der geringeren Aufnahmefihigkeit fiir AT. Somit
fiel das ESR-Signal aus dliger Umgebung hier am wenigsten ins Gewicht. Es resultierte
der geringste Einfluss auf die Hyperfeinaufspaltung. Dieser Logik folgend besaft Gel C
die zweitgrofte Aufspaltung, erneut aufgrund des héheren Wasseranteils bei jedoch
héherem Anteil an Spinsonde im MCT. Gel A und schlieklich B setzten die Reihe
entsprechend fort. Durch die nur 10 % an innerer Phase (vergleiche Abbildung 19 un-
ten) hatte das ESR-Signal des in Ol gelosten ATs einen deutlich gréferen Einfluss, die
Aufspaltung ist am geringsten. Dieser Ansatz wird auch durch die beiden ,,Ausreifser*
bei Gel A bzw. D bestérkt (siche grauer Pfeil in Abbildung 19 oben), bei denen sich
der pH-Wert plotzlich gedndert zu haben schien. Die Aufspaltungen lagen hier nach
35 Tagen mit 3,0971 mT bei Gel D und sogar 3,0567 mT bei Gel A deutlich unterhalb
der Kalibrierung. Dies ist ausschlieklich durch die Uberlagerung der wissrigen Signale
mit der im Ol gelésten AT-Spezies moglich. Daraus resultiert jedoch dass eine ein-
deutige und absolute pH-Wert-Bestimmung in diesem Fall ausgeschlossen ist. Moglich

ist dagegen relative Veranderungen des pH-Wertes zu beobachten. Eine Vergroferung
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oder Verkleinerung der Hyperfeinaufspaltung in der wéssrigen Phase hat — in eventuell
leicht abgeschwéchter Form — den gleichen Einfluss auch auf die Hyperfeinaufspaltung
des zusammengesetzten Signals.

Es war davon auszugehen, dass der pH-Wert unmittelbar nach der Herstellung sich
immer noch bei 6,8 befand. Bei den meisten Proben war keine Verdnderung im Verlaufe
der Zeit zu beobachten. Der pH-Wert war demnach nach 35 Tagen immer noch bei 6,8.
Die zwei Ausreifser zeigten dagegen eine deutliche Verdnderung der Aufspaltung. Diese
kann nur durch einen starken pH-Wert-Abfall auf einen Wert von unter 4 ausgelost
worden sein, da nicht davon auszugehen ist, dass sich die Verteilung von AT zwischen
Erdnussol und Puffer nach 21 Tagen bzw. 28 Tagen so schlagartig gedndert hat.

Eine mogliche Ursache fiir den vereinzelten Abfall des pH-Wertes konnte eine Be-
siedlung des Geles mit Bakterien sein. Die Proben konnten wahrend der Inkubation
nicht unter aseptischen Bedingungen gelagert werden. Nach einem moglichen Befall
wiirde sich eine Bakterienkolonie zunéchst langsam ausbreiten. Da die Systeme nicht
hydrophil sind, fallt ein Bakterienwachstum zunéchst schwer. Sobald jedoch Bakterien,
welche auf diese Umgebung eingestellt sind, in ausreichender Zahl vorhanden sind und
auch in die Tropfchen der inneren Phase vordringen konnten, bauen diese die Triglyceri-
de zu Glycerol, Mono- und Diglyceriden sowie Fettsauren ab. Durch den resultierenden
Zuwachs an freien Fettsauren wird die Pufferkapazitat iiberschritten und der pH-Wert
verringert sich. Denkbar wire auch eine Beeinflussung durch saure Stoffwechselproduk-
te anaerober Arten. Eine Autolipolyse ist in diesem Fall dagegen unwahrscheinlich. Der
Verlauf ist demnach in einer In-vivo-Umgebung, in der eine Besiedlung mit Bakterien

durch das Immunsystem behindert wird, nicht zu erwarten.

2.5. Proteinstabilitat

2.5.1. Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung

Die Proben wurden wie in Kapitel 4.2.4 auf Seite 86 beschrieben hergestellt, vermessen
und ausgewertet. Abbildung 20 oben auf Seite 41 zeigt die Uberlagerung der Signale
von Streulicht- und Brechungsindexdetektor. Mono-, Di- und Trimere waren eindeutig
iiber die Molmasse identifizierbar. Fiir die Tetramere und hoheren Aggregate war das
Streusignal schlecht. Diese wurden iiber die jeweilige Retentionszeit zugeordnet, da
hohere Molekulargewichte spéter eluiert werden.

Abbildung 20 unten zeigt am Beispiel von Gel A das Einpassen der Gauf-Funktionen
an die Messdaten. Die fiinf Einzelfunktionen (diinne schwarze Linien) sind in ihrer
Summe (dicke grau gestrichelte Linie) deckungsgleich zu den zu den Originaldaten des

Brechungsindexdetektors.
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Abbildung 20: Oben: Bestimmung der Molmassen der einzelnen Signale des Bre-
chungsindexdetektors. Mono-, Di- und Trimere sind eindeutig zuordenbar. Tetramere
und héhere Aggregate liefern ein zu schlechtes Streusignal. Unten: Einpassen von finf
Gaufs-Funktionen in das Chromatogramm des Brechungsindexdetektors.
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Tabelle 7: Massenanteile der verschieden Aggregate (Mittelwert aus drei Messungen).
Die Referenz stellt die urspriingliche Rinderserumalbuminlésung, die Kontrolle die par-
allel mit Dichlormethan behandelte Lésung und Gel C' 2 und D 2 die Proben ohne
Emulgator dar.

Anteile in %

Probe Monomer Dimer Trimer Tetramer
Referenz 73,9 17.7 4,3 4.0
Gel A 67,7 22,7 4,9 4,6
Gel B 61,9 25,8 7,1 5,2
Gel C 65,6 229 6,7 4,8
Gel D 63,4 25,6 5,2 2,8
Kontrolle 57,4 27,9 6,2 8,5
Gel C 2 71,5 13,3 8,8 6,4
Gel D 2 71,1 13,4 8,9 6,6

Tabelle 7 auf Seite 42 zeigt die Massenverteilung der verschiedenen Aggregate. Die
Referenz ist dabei die urspriingliche Rinderserumalbuminlésung, die Kontrolle die pa-
rallel zu den anderen Proben mit Dichlormethan behandelte Losung und Gel C 2
und D 2 die ohne Dichlormethan extrahierten Proben ohne Emulgator. Es zeigte sich,
dass das Albumin von diesem Extraktionsverfahren keinesfalls unbeeinflusst blieb. Die
Kontrolle wies mit 57,4 % sogar den geringsten Gehalt an Monomeren auf. Selbst die
eigentlichen Proben der Gele A-D liegen mit 61,9-67,7 % Monomeren dariiber. Ursache
hierfiir ist wahrscheinlich, dass das Protein erst nach und nach aus dem Gel extrahiert
wurde und somit dem Dichlormethan iiber einen geringeren Zeitraum ausgesetzt war.
Der Vergleich aus der Referenz und den Proben ,Gel C 2 und ,Gel D 2 liefs vermuten,
dass durch den Herstellungsprozess der Gele selbst das Albumin nur wenig aggregiert
war. Dies ist jedoch nur ein Indiz und kein Beweis, da durch den fehlenden Emulga-
tor die chemische und physikalische Belastung des Proteins wahrend der Herstellung
durchaus unterschiedlich sein konnte. Die thermische Belastung wihrend des Hartungs-
schrittes unterschied sich jedoch nicht. Dieser ist aufgrund der vorliegenden Daten —

zumindest fiir Rinderserumalbumin — als unproblematisch zu betrachten.

2.5.2. Elektronenspinresonanzspektroskopie

Mittels Elektronenspinresonanzspektroskopie sollten Informationen iiber die Protein-
stabilitdt anhand der Mobilitat gewonnen werden. Zunéachst wurde Rinderserumalbu-

min wie in Kapitel4.2.9.1 auf Seite 92 markiert. Anschliekend wurde eine Probe davon
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mittels Asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung vermessen, um die bereits durch
die Synthese verursachte Aggregation zu beurteilen. Dariiber hinaus konnte damit die
Erhohung der Molmasse bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 auf
Seite 44 dargestellt. Die Grafik im unteren Bereich zeigt das Einpassen von Gauf-
Funktionen in die Signalkurve des Brechungsindexdetektors. Es ist deutlich erkennbar,
dass nur noch wenige Molekiile als Monomere vorlagen. Tetramere und hohere Aggre-
gate stellen den Hauptanteil dar. Die Zuordnung zwischen Molmasse und Brechungs-
indexdetektorsignal ist in der oberen Grafik dargestellt. Dariiber konnte die Molmasse
bestimmt werden. Dafiir wurde das Signal der Dimere herangezogen, da die Molmassen-
daten dieser aufgrund der héheren Konzentration ein geringeres Rauschen aufwiesen.
Es wurde ein Molekulargewicht von ca. 160 kDa und damit 80kDa fiir die Monomere
ermittelt. Uber die Berechnung in Gleichung 1 ergab sich somit ein Markierungsgrad
von ca. 87mol PCU pro mol Albumin. Bei einer geschétzten Toleranz beim Ermit-
teln der Molmasse von +2kDa war eine Spanne von iﬁg—g beim Markierungsgrad

anzunehmen.

npcu _ Mpcugsa — Mpsa _ 80kDa —66kDa
NPCU-BSA Mpcu-Rest 166 Da

= 87 (1)

Neben dem Auftreten von Aggregation und der molaren Masse wurde untersucht,
ob die Spinsonde wirklich an das Protein gebunden war oder ob es nur als physikali-
sche Mischung vorlag. Wie Abbildung 22 auf Seite 45 oben zeigt, war das Spektrum
stark verformt. Dies ist auf eine starke Spin-Spin-Austauschverbreiterung aufgrund des

hohen Markierungsgrades zuriickzufithren. Mit Hilfe von Gleichung 2 wurde eine Spin-

NI

101 in der Losung berechnet.

konzentration von 10,9

* 1% 1% 1% 1ml ]

Spin-Spin-Austauscheffekte sind dabei durchaus zu erwarten. Eine so starke Verbreite-
rung, wie in Abbildung 22 oben zu sehen ist, tritt jedoch nicht auf. Dies weist darauf
hin, dass eine lokal deutlich hhere Konzentration vorliegen muss, wie dies bei den nahe
beieinander liegenden Bindungsstellen des BSAs der Fall ist. Da selbst kleinste Mengen
an freier Spinsonde als deutlich schmalere Signalspitzen zu sehen gewesen wéren, war
davon auszugehen, dass bei der Dialyse sdmtliche freien Spinsondenmolekiile entfernt
worden waren.

Fiir die Stabilitdtsuntersuchung wurden die Proben wie in Kapitel 4.2.9.2 auf Sei-
te 92 hergestellt und gelagert. Durch die starke Linienverbreiterung aufgrund des Mar-
kierungsgrades waren zwar keine Aussagen iiber geringe Beweglichkeitsunterschiede,

wie z.B. bei fortschreitender Aggregation moglich, jedoch konnte untersucht werden,
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Abbildung 21: PCU-markiertes Rinderserumalbumin; oben: Gemeinsame Darstel-
lung des Signals des Brechungsindexdetektors und der mittels Lichtstreuung bestimmten
Molekulargewichte. Unten: Finpassung von 6 Gaufs-Funktionen in das Brechungsdetek-

torsignal.
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Abbildung 22: ESR-Spektrum des spinmarkierten Rinderserumalbumins bei einer
Konzentration von 10 2% (oben) sowie ungeldst (unten).
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inwiefern sich der gesamte bewegliche Anteil verringert, was auf eine Prézipitation
hindeuten wiirde (Abbildung 22 unten) oder sich nicht spin-spin-austauschverbreiterte
Anteile ausbilden, was geringere lokale Konzentrationen und damit eine Zersetzung des
Proteins anzeigen wiirde. Eine Synthese mit geringerem Markierungsgrad war keine Op-
tion, da die zu untersuchenden Systeme teilweise nur 10 % wéssrige Phase enthielten
und damit nur ein sehr schwaches Signal detektierbar war.

Die Abbildungen 23, 24 und 25 auf den Seiten 47, 48 und 49 zeigen die Spektren von
jeweils einer ausgewéhlten Probe jedes Gels im Verlauf von 35 Tagen bzw. die konser-
vierte und die unkonservierte Kontrolllsung im Verlauf von 28 Tagen. Eine Abnahme
des mobilen Spektrums konnte fiir keine Probe beobachtet werden. Bei den Gelen A
und B war keine Verdnderung zu erkennen. Bei den Gelen C und D war dagegen die
Ausbildung einer noch mobileren Spezies zu sehen. An Tag 7 ist diese bei beiden Sys-
temen das erste Mal im Ansatz sichtbar. Im Verlauf der Zeit bildete sich dieser mobile
Anteil dann immer weiter aus.

Im Vergleich dazu zeigte die unkonservierte Kontrolllosung (Abbildung 25) jedoch
ein deutlich ungiinstigeres Verhalten. Bereits nach 14 Tagen war ein erheblicher Anteil
der Spinsonde frei beweglich. Bei der konservierten Losung dagegen, waren die Verénde-
rungen mit denen der entwickelten Systeme vergleichbar. Demnach wurde dieser Abbau
wahrscheinlich durch mikrobiologische Einfliisse hervorgerufen und durch Natriumazid
und durch die Formulierung in den neuen Systemen verlangsamt bzw. verhindert. Die
antimikrobielle Wirkung der Gele C und D war somit mit der einer Natriumazidldsung
mit einer Konzentration von 0,02 % vergleichbar, obwohl keine konservierenden Zusat-
ze enthalten waren. Dies stellt fiir spatere Anwendungen einen grofen Vorteil dar. Da
auf eine Konservierung der Arzneimittel verzichtet werden kann, sind Probleme mit
Wechselwirkungen zwischen Konservierung und Protein bzw. Arzneistoff ausgeschlos-
sen. Auch Allergien und andere Unvertriglichkeiten gegeniiber Konservierungsmitteln
spielen somit keine Rolle.

Trotz dieser positiven Eigenschaft konnte eine leichte Zunahme an mobiler Spezies
bei den Systemen mit 50 % innerer Phase beobachtet werden. Eine exakte Quantifizie-
rung des mobilen Anteils ist deshalb von grofem Interesse. Mit EPRSIM-C, V.6.2 wur-
de versucht [97] tiber eine Simulation die verschiedenen Anteile am Gesamtspektrum
quantitativ zu bestimmen. Abbildung 26 auf Seite 50 zeigt die einzelnen simulierten
Spektren am Beispiel des Spektrums von Gel D nach 35 Tagen, welches die Verdnde-
rung am deutlichsten zeigte. Die Messdaten setzten sich demnach neben der mobilen
noch aus zwei weiteren Spezies zusammen, welche auf an Albumin gebundene Spin-
sonde zuriickzufiihren waren. Laut diesen Ergebnissen machte der mobile Anteil trotz
deutlicher Sichtbarkeit nur 1,2 % des Gesamtspektrums aus. Da die Differenz zwischen

Simulation und Messdaten jedoch nicht weit genug reduziert werden konnte, ist dies
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Abbildung 23: ESR-Spektren des spinmarkierten Rinderserumalbumins im Verlauf
von 35 Tagen in den Gelen A (oben) und B (unten).
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Abbildung 24: ESR-Spektren des spinmarkierten Rinderserumalbumins im Verlauf
von 35 Tagen in den Gelen C (oben) und D (unten).
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Abbildung 25: ESR-Spektren des spinmarkierten Rinderserumalbumins im Verlauf
von 28 Tagen in PBS pH 6,8 unkonserviert (oben) und konserviert (unten).
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Abbildung 26: Simulation des Spektrums von Gel D nach 35 Tagen. Trotz des deutlich

sichtbaren Signals der mobilen Spezies betrdgt deren Anteil am Gesamtspektrum laut
Simulation nur 1,2 %.
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nur als grobe Orientierung aufzufassen. Dennoch kann die Menge an zersetztem Pro-
tein als vernachlassighar klein eingestuft werden. Das Protein war somit innerhalb des
untersuchten Zeitraums stabil. Auf eine genauere Untersuchung der Anteile der ver-
schiedenen Spezies wurde jedoch aufgrund der zu grofen Abweichung der Simulation

von den Originalmesswerten verzichtet.

2.6. Rheologie

Die Gele A-D sowie die Gele A und B jeweils in einer wasserfreien und einer wasser-
und emulgatorfreien Variante wurden mittels oszillierender Rheologie untersucht. Wie
in Abbildung 27 auf Seite 52 zu sehen ist, zeigten alle acht gemessenen Systeme einen
linearviskoelastischen Bereich. Die Grenze dessen war zwar unterschiedlich, befand sich
jedoch in jedem Fall im Bereich von 0,1-1 % Deformation. Damit war der Bereich kleiner
als z.B. der der Chitosan-(-Glycerolphosphat-Gele von Kempe et. al. [53], welche bei
einer Deformation von 1% weiter untersucht werden konnten. Deshalb musste eine
Deformation von 0,1 % fiir die frequenzabhéingige Messung gewéhlt werden.

Durch die im Zusammenhang damit bestimmten Komplexviskositaten liefen sich
bereits weitere Aussagen treffen. Den mit Abstand héchsten Wert in diesem Bereich
zeigten die Gele auf MCT-Basis ohne innere Phase. Es folgte mit einem gewissen Ab-
stand das MCT-Gel mit 10%. Die Erdnussolgele lagen in der gleichen Reihenfolge
mehr als eine Zehnerpotenz darunter. Die niedrigsten Komplexviskositidten zeigten die
beiden Gele mit 50 % innerer Phase. Die Reihenfolge der beiden Ole schien zunéchst
im Widerspruch zum Ergebnis von Kapitel 2.1.1 auf Seite 20 zu stehen, da MCT die
schwécheren Gele ausbildet. Jedoch wurde bereits bei der Einfiihrung des Verfestigungs-
schrittes in Kapitel 2.1.4 auf Seite 25 festgestellt, dass dabei die Gelbildungstemperatur
der Erdnussolgele nicht iiberschritten wird und demnach eine Verfestigung von weitaus
geringerem Ausmaf als bei MCT-Gelen erreicht wird. Dariiber hinaus war ein eindeu-
tiger Einfluss des Anteils an innerer Phase auf die Komplexviskositit zu sehen. Bei
einem Anteil von 50 % ist diese um mindestens eine Zehnerpotenz verringert.

In den Abbildungen 28 und 29 auf den Seiten 53 und 54 ist der Verlustwinkel wiahrend
der frequenzabhingigen Messung dargestellt. Mit Ausnahme des Gels mit 50 % innerer
Phase auf Erdnussélbasis (Gel D) zeigten alle Systeme {iber den gesamten Messbereich
einen Verlustwinkel von unter 45° und damit vorwiegend elastisches Verhalten. Gel D
wies von Beginn an einen geringeren Anteil an Elastizitéit auf. Diese nahm bei steigender
Frequenz stetig weiter ab. Bei 100 Hz wurde eine vollstdandige Plastizitat gemessen.

Die Gele waren demzufolge zunéchst recht stabile, nahezu ideale Festkorper. An-
hand der Speicher- und Verlustmodule zeigte sich, dass diese bis zu einer Menge von

10% an innerer Phase deutlich stabiler waren, als die bereits erwidhnten Chitosan-/-
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Abbildung 27: Bestimmung des linearviskoelastischen Bereichs der Gele A-D sowie
der Gele A und B jeweils in einer wasserfreien und einer wasser- und emulgatorfreien
Variante bei einer Frequenz von 1Hz. Bei 0,1 % Deformation befinden sich noch alle
Proben im linearviskoelastischen Bereich.
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Abbildung 28: Frequenzabhingige Messung bei einer Deformation von 0,1 % fiir die
erdnussolhaltigen Gele. Die zugehorige Legende ist aus Grinden der Ubersichtlichkeit
separat in Tabelle 8 auf Seite 55 dargestellt. Mit Ausnahme des Gels mit 50 % innerer
Phase besaffen alle Systeme tiber den gesamten Frequenzbereich einen Verlustwinkel von
unter 45° und zeigten damit vorwiegend elastische Eigenschaften. Die Rangordnung der
Speicher- und Verlustmodule entsprach jener der deformationsabhdngigen Messung.
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Abbildung 29: Frequenzabhingige Messung bei einer Deformation von 0,1 % fiir die
MCT-haltigen Gele. Die zugehérige Legende ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit se-
parat in Tabelle 8 auf Seite 55 dargestellt. Alle Systeme auf MCT-Basis besafen tiber
den gesamten Frequenzbereich einen Verlustwinkel von unter 45° und zeigten damit vor-
wiegend elastische Figenschaften. Die Rangordnung der Speicher- und Verlustmodule
entsprach jener der deformationsabhdngigen Messung.
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Tabelle 8: Legende zu den Abbildungen 28 und 29 auf den Seiten 53 und 54. Die Form
der Symbole bestimmt das jeweils gemessene System, die jeweilige Symbolfillung den
gemessenen Parameter. Die Bezeichnung 01 wurde stellvertretend fir Erdnussél bzw.
MCT in Abhingigkeit jeweiligen Abbildungen verwendet.

Zusammensetzung G’ G” Verlustwinkel
54 mg 12-Hydroxystearinséure —n (] — X —
ad 1,8g Ol

54 mg 12-Hydroxystearinsaure —@®— —O— — X —
40mg Cithrol" DPHS

ad 1,8¢g Ol

54 mg 12-Hydroxystearinsdure A /s _Zg_
40 mg Cithrol' " DPHS
ad 1,8g Ol

+200nl Wasser f. Inj.

30 mg 12-Hydroxystearinsdure — Vv *%3*
40 mg Cithrol" " DPHS
ad 1g Ol

+1000 nl Wasser f. Inj.

Glycerolphosphat-Gele von Kempe et. al. [53| mit einem Speicher- bzw. Verlustmodul
von ca. 1000 Pa bzw. 100 Pa. Das MCT-Gel mit 50 % innerer Phase war mit diesen
vergleichbar, das entsprechende System auf der Basis von Erdnussol dagegen unter-
legen. Dem gegeniiber stand der kleinere linarviskoelastische Bereich. Die Implantate
wurden bereits bei einer kleineren Verformung irreversibel beeinflusst. Jedoch war bei
den meisten Systemen dazu eine deutlich grofere Beanspruchung notwendig.

Die Schergeschwindigkeit der die Systeme ausgesetzt waren wurde mittels der Glei-
chungen 3-11 berechnet. In Gleichung 3 wurden zunéchst die einer oszillierenden Be-
wegung zu Grunde liegende Beziehung von momentaner Geschwindigkeit v, maximaler
Geschwindigkeit vyay, Frequenz f und Zeit t sowie die allgemein fiir alle Bewegungen
geltende Beziehung von Weg s, Geschwindigkeit v und Zeit ¢ aufgezeigt. In Gleichung 4

wurden diese zusammengefiihrt. Durch Integration erhielt man Gleichung 5.

s= [ vdt U = Upax - SIN(27f - 1) (3)
/
S = [ Umax - Sin(2rf -t)dt (4)
/
B cos(2rf - t)]" 05
s = {—UmaXT} ) tos = 7 (5)
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Von nun an wurde sich auf die Betrachtung einer halben Oszillationsperiode (¢ = ¢ )
festgelegt. Damit ergaben sich die Integralgrenzen wodurch Gleichung 6 erhalten und

iiber Gleichung 7 zu Gleichung 8 vereinfacht und nach vy, umgestellt wurde.

X f - cos(2rf - %2
s = UmaXCOS( Wf O) — Umax ( f ! ) (6)
2 f 2n f
1 —1
s = Umaxﬁ - Umaxﬁ (7)
S = U:;X Umax = Sﬂ-f (8)

Da die maximale Deformation des Gels als Prozessparameter auf 0,1 % festgelegt wur-
de, konnte der wahrend einer halben Periode zuriickgelegte Weg relativ zur Schichtdicke
x angegeben werden. Wahrend einer halben Periode wurde der Weg zweimal zuriick-
gelegt (von maximaler Auslenkung zuriick in die zentrale Position und von dort weiter
zur maximalen Auslenkung der anderen Seite). Somit ergab sich die Beziehung in Glei-

chung 9.
S0,5 = 2- 0,1 %Jf (9)

Nun wurde Gleichung 8 in Gleichung 9 und diese wiederum in die Grundgleichung der

Schergeschwindigkeit (Gleichung 10) eingesetzt.

Cdv Umax  2-0,1%anf
Cdr  x T

5 (10)
Dabei entfiel die Schichtdicke x als Parameter und es konnte zu Gleichung 11 vereinfacht
werden. Somit konnte eine Schergeschwindigkeit von 0,63 1/s bestimmt werden, was

eine sehr geringe Belastung fiir das System darstellt.

4 =2-01%nf~0,631/s (11)

2.7. Messung der Injektionskraft

Wie in Abbildung 30 oben auf Seite 57 zu sehen ist, schwankten die fiir eine Injekti-
on notigen Kréafte zwischen den verschiedenen Systemen stark. Unter den gewéhlten
Bedingungen war das Erdnussolgel mit 50 % innerer Phase (Gel D) als einziges nicht
vollstandig vom CT3-4500 TextureAnalyzer mit seiner maximalen Kraft von 4,5 kg ent-
sprechenden Gewichtskraft ausspritzbar. Somit konnte mathematisch kein Wert fiir die
Injektionskraft bestimmt werden. Aufgrund der Tatsache, dass die Kurvenverlaufe, wie

in Abbildung 30 unten zu sehen, beim Uberschreiten der maximalen Belastbarkeit des
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Abbildung 30: Oben: Injektionskrdfte der verschiedenen Systeme. Dargestellt ist je-
weils der Mittelwert der mittleren 3,4Amm des Weges des Spritzenstempels. Dies ent-
spricht ca. 200 pl Injektionsvolumen. Der Fehlerbalken ist die Standardabweichung wdih-
rend dieser 3,4Amm. Unten: Der Kraftverlauf beim Ausspritzen von Gel D. Bei Charge
3 wurde bei allen Systemen auf den Hdrtungsschritt verzichtet.
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Gerates das Plateau bereits fast erreicht hatten, wurden die Injektionskréfte fiir dieses
System auf ca. 50 N geschatzt. Damit wéren diese Gele an der Grenze dessen, was noch
ohne Probleme als injizierbar anzunehmen ist [98|. Die restlichen Gele waren bei der
gewéhlten Geschwindigkeit und der verwendeten Kaniilengrofe injizierbar (25-50 N)
oder sogar leicht injizierbar (10-25N). Die Referenzen waren erwartungsgeméf sehr
leicht injizierbar (0-10N).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse ein deutlich anderes Verhalten als die rheolo-
gischen Untersuchungen. Die Erdnussolgele liefen sich deutlich schwieriger injizieren
als die MCT-Gele. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass bei der Herstellung der Gele
durch die Einarbeitung der inneren Phase und die dabei auftretende Scherung kleine
Gelpartikel entstehen, die sich im Nachhinein wahrend des Hértungsschrittes wieder
durch schwéchere Gelbriicken zu einem Gesamtgel verbinden ohne dabei vollstandig zu
verschwinden. Die Messung mittels oszillierender Rheologie innerhalb des linearvisko-
elastischen Bereiches ist ein nicht destruktives Verfahren. Es wurde die Plastizitat und
Elastizitdt des Gesamtsystems im Ausgangszustand und damit auch die schwécheren
Briicken gemessen. Diese sind bei den MCT-Gelen aufgrund der effektiveren Hartung
starker als bei den Systemen auf Erdnussélbasis. Daraus resultierte die hohere Kom-
plexviskositat. Das Pressen des Gels durch die Kaniile ist ein destruktiver Vorgang mit
einer sehr hohen Schergeschwindigkeit, welche die Briicken zerstort. Das Ausmaf der
Schergeschwindigkeit unter den gewahlten Messbedingungen wurde mittels der Glei-
chungen 12-17 versucht abzuschitzen. In Gleichung 12 wurde zunéchst ein linearer
Geschwindigkeitsabfall vom Zentrum der Kaniile bis hin zum Rand angenommen. Da-
mit ergibt sich eine kegelformige Verteilung fiir den Volumenstrom (% ~ 12 %l) mit der
hochsten Flielsgeschwindigkeit vy, als Hohe h des Kegels sowie einem Radius 7, welche
dem Innenradius der Kaniile (0,16 mm laut Hersteller [99])entspricht. In Gleichung 13

wurde dies zusammengefasst.

Vo imr?h h

? = 37(:; Umax = ? (12)
vV 1

7 = §7T?"2’Umax (13)

Nach der maximalen Fliefigeschwindigkeit umgestellt (Gleichung 14), ldsst sich diese
in die Gleichung der Schergeschwindigkeit 4 (Gleichung 15) einsetzen.

VvV 3
max — , o 14
Y t mr? (14)
. dv Ve
ot = (15)

Tdr
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Auf diese Weise wird die zur Berechnung nétige Gleichung 16 erhalten und schlieftlich
in Gleichung 17 als Schergeschwindigkeit 2800 1/s ermittelt.

vV 3
~—= V3
ot mre
T T (16)
mm? 3
A =12 ~ 2800 1/s (17)

s (0,16 mm)?

Im Vergleich zu den 0,63 1/s, die wiahrend der oszillationsrheologischen Untersu-
chung auf das System wirkten, ist dies eine auferordentlich starke Belastung. Damit
ist nachzuvollziehen, dass schwéchere Gelbereiche, deutlich weniger Einfluss auf diese
Messmethode besitzen als auf die Untersuchungen in Kapitel 2.6.

Nun lagen vornehmlich die kleineren Gelpartikel vor. Diese sind beim Erdnussol
stabiler, da 12-Hydroxystearinsiure damit ein stirkeres Gel ausbildet. Ahnlich ist die
umgekehrte Reihenfolge beim Anteil an innerer Phase zu deuten. Bei der oszillierenden
Rheologie hatten die Gele mit einem héheren Anteil eine niedrigere Komplexviskosi-
tdt, da mehr Gesamtgel durch innere Phase ersetzt ist. Beim Injizieren mussten die
einzelnen Tropfchen durch die Kaniile gedriickt werden, wodurch sie sich gegenseitig
behinderten und somit die notwendige Kraft anstieg.

Des Weiteren lieft sich auch in diesem Experiment die geringe bis fehlende Wir-
kung des Hartungsschrittes bei den Erdnussélgelen bestatigen. Wahrend bei den MCT-
Systemen ein deutlicher Unterschied zwischen gehértet und nicht gehértet zu sehen war,
lag dieser bei den Erdnussolgelen im Bereich der Standardabweichung.

Anhand von reinem Erdnussol wurde dariiber hinaus die Anwendungssicherheit der
Methode iiberpriift. Die Hauptfehlerquelle schien das ordnungsgemaéfe senkrechte Po-
sitionieren der Spritze zu sein. Deshalb wurden die Versuche mit Erdnussél mit der
maximal moglichen Schieflage wiederholt. Das Ergebnis zeigte jedoch, dass der Ein-

fluss der Schréagheit verschwindend gering war.

2.8. Bestimmen der Gelbildungstemperatur

2.8.1. Differenzialkalorimetrie

Mittels der Differenzialkalorimetrie wurde versucht die Gelbildungstemperatur, also
die Temperatur unterhalb welcher sich ein Gel ausbildet, zu bestimmen. Dafiir wur-
den die vier Systeme zusammen mit den zugehorigen wasserfreien, sowie wasser- und
emulgatorfreien Varianten vermessen. AuRerdem wurden die reinen Ole zum Vergleich
untersucht.

Wie Abbildung 31 auf Seite 60 zeigt, konnte der Ubergang fiir alle Gele — wenn auch
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Abbildung 31: Darstellung der Heizleistung wdhrend der Differenzialkalorimetrie in
Abhdngigkeit von der Temperatur im Bereich der Gelbildungstemperatur.
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nur als relativ schwaches und breites Signal — detektiert werden, wiahrend die Blindver-
suche mit den reinen Olen keine Ubergéinge zeigten. Ein Schmelzen von 12-Hydroxy-
stearinsdure kann ausgeschlossen werden, da dies je nach Reinheit bei ca. 75-81°C,
also deutlich hoheren Temperaturen, geschieht [100]. Dabei wurde zunéchst der Un-
terschied zwischen den beiden Olen sichtbar. Wie erwartet zeigten die Erdnussolgele
cinen Ubergang bei einer héheren Temperatur, als die MCT-Varianten. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen in Abbildung 5 auf Seite 21 wonach das MCT-Gel mit
3% 12-Hydroxystearinsiure bei 50°C bereits erste Ubergangserscheinungen zum Sol
zeigte, wahrend das entsprechende Erdnussolgel noch vollstéandig stabil war. Dartiber
hinaus war zu sehen, dass bei dieser Temperatur die Gelbildungstemperatur fiir die
Gele B und C bereits iiberschritten war, wahrend die Gele A und D kaum beeinflusst
waren. Dies bestétigt die entsprechenden Annahmen aus den Kapiteln 2.6 und 2.7 ab
Seite 51 bzw. 56.

Dariiber hinaus war ein Abfall der Gelbildungstemperatur mit zunehmendem Anteil
an Cithrol' ' DPHS dhnlich einer Gefrierpunktserniedrigung sowohl fiir die Erdnussol-
als auch die MCT-Gele zu erkennen. Einen noch deutlich groferen Einfluss hatte die
innere Phase. Bereits 10 % Wasser erniedrigten die Ubergangstemperatur um ca. 4 K
bei den Erdnussol- und sogar um ca. 8 K bei den MCT-Gelen jeweils im Vergleich
zum System gleicher Emulgatorkonzentration. Die Erhchung der Wassermenge hatte
jedoch keine zusétzliche Absenkung zur Folge. Der Unterschied zwischen den beiden
wasserhaltigen Systemen war sogar in beiden Fillen geringfiigig kleiner als bei den
zugehorigen wasserfreien Gelen. Die Ursache hierfiir war die zunehmende Fliche der
Phasengrenze bei steigendem Wassergehalt. Dadurch wurde mehr Emulgator dort ge-
bunden, wodurch weniger Tensid frei gelost im Gel vorlag. Nur dieses kann jedoch

Einfluss auf die Gelbildungstemperatur nehmen.

2.8.2. Kernspinresonanzrelaxometrie

Aufgrund der breiten Signale und der geringen Intensitdt bei der Differenzialkalori-
metrie wurde versucht, die Gelbildungstemperatur zusétzlich mittels BT-NMR zu be-
stimmen. Dieser Methode liegt zugrunde, dass frei bewegliche Protonen wie z.B. in
Wasser eine lingere Ts-Relaxationszeit haben als unbewegliche wie z.B. in einem Fest-
korper oder einem festen Gel. Abbildung 32 auf Seite 62 zeigt die Verteilung der Ts-
Relaxationszeiten bei 25 °C fiir die vier Gele sowie jeweils das entsprechende wasserfreie
System und das reine Ol. Weder beim Erdnussél noch beim MCT war jedoch ein Unter-
schied zwischen dem freien Ol und dem jeweiligen 12-Hydroxystearinsiuregel zusehen.
Bei dem wasserhaltigen System mit 10 % innerer Phase war ausschlieklich das Was-
sersignal bei ca. 2000 ms zusétzlich enthalten. Bei den Gelen mit 50 % innerer Phase

spaltete sich aufierdem das Signal des Ols in ein beeinflusstes und ein unbeeinflusstes
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Abbildung 32: Verteilung der Ts-Relazationszeiten der Protonen in erdnussdolhaltigen
(oben) und MCT-haltigen (unten) Systemen bei 25°C.
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auf. Ursache hierfiir war wahrscheinlich die grofte Grenzflache bei einer so hohen Menge
an innerer Phase.

Die nahezu identische Verteilung der Ts-Relaxationszeiten bei den Gelen und dem
freien Ol liek darauf schliefen, dass es sich um ein Gel mit einer weitmaschigen Matrix
und grofen Bereichen an freiem unbeeinflusstem Ol handelt. Die Matrix erhéht hier-
bei zwar die Makroviskositat in erheblichem Mafse, die Mikroviskositét bleibt jedoch
unverindert. Dabei ist die Diffusion von Molekiilen unterhalb einer bestimmten Gro-
fse vollstandig ungehindert. Erst ab einem kritischen rdumlichen Ausmafs wird durch
die Matrix ein Einfluss vergleichbar mit einem Netz ausgeiibt. Durch diesen Aufbau
blieb die Gelstruktur fiir die Kernspinresonanzrelaxometrie unsichtbar, da die Anzahl
der von der 12-Hydroxystearinsdure beeinflussten Protonen im Vergleich zum gesam-
ten Ol verschwindend gering war. Zum Vergleich wurden die Systeme erneut oberhalb
der Gelbildungstemperatur bei 75°C gemessen, vergleiche Abbildung 33 auf Seite 64.
Neben der allgemeinen Verschiebung aller Signale der Verteilung zu langeren Zeiten
war jedoch keine Verdnderung zu sehen. Nur die Aufspaltung des Olsignals bei den
Gelen mit 50 % innerer Phase konnte bei den hohen Temperaturen nicht mehr erfasst
werden. Eine Bestimmung der Gelbildungstemperatur mittels dieser Methode war da-
mit fiir diese Systeme in dieser Form unmoglich. Eine Losung wére die Trennung des
Signals des Ols von dem der 12-Hydroxystearinsiure gewesen, da deren Beweglichkeit
sich am Punkt der Gelierung schlagartig é&ndert. Jedoch wéren dafiir bei BT-NMR

vollstindig deuterierte Ole notwendig, welche nicht verfiighar waren.

2.9. In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen

2.9.1. Magnetresonanztomographie

Wie bei den Untersuchungen mittels Relaxometrie festgestellt, unterscheiden sich die
T,-Relaxationszeiten nicht von denen des urspriinglichen Ols. In einem, wie auf Sei-
te 91 beschrieben, aufgenommenen, Ts-gewichteten Tomogramm sollten demzufolge
die Bereiche des Ols dunkel sein, wihrend das Wasser eine hohe Intensitét zeigt. Auf
dieser Basis sollte der Austausch zwischen dem schweren Wasser im Gelinneren und
dem normalen Wasser auferhalb des Gels beobachtet werden. Wie in Abbildung 34
auf Seite 65 zu erkennen, war ein Kontrast zwischen den Phasen deutlich sichtbar.
Jedoch konnte mit den gewihlten Messparametern nicht das gesamte Signal des Ols
unterdriickt werden. Demzufolge war der Kontrast bei den Gelen C und D aufgrund
des hoheren Gehaltes an 'H-NMR inaktivem schweren Wasser ausgeprigter. Bei den
Systemen A und B ist der Unterschied zwischen frischer Probe mit schwerem Wasser

und der Referenz so gering, dass hier keine Aussagen getroffen werden konnen. Dagegen
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Abbildung 33: Verteilung der Ts-Relazationszeiten der Protonen in erdnussolhaltigen
(oben) und MCT-haltigen (unten) Systemen bei 75°C.
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Abbildung 34: Ts-gewichtete Magnetresonanztomogramme der mit schwerem Was-
ser hergestellten und mit normalem Wasser (hell) iberschichteten Gele (dunkel) und
die zugehirigen Referenzen (mit normalem Wasser hergestellt). Aufschwimmende Gele
wurden mit Glasperlen beschwert (dunkle Punkte).

R

ist der Kontrast bei C und D grof genug. Jedoch ist bereits nach einem Tag bei Gel C
und spatestens nach zwei Tagen bei Gel D ebenfalls kein Unterschied mehr zur mit
normalem Wasser hergestellten Referenz zu erkennen. Es scheint somit einen relativ
schnellen Austausch zwischen dem Wasser innerhalb und aufserhalb des Gels zu geben.
Dieser scheint bei den MCT-Gelen etwas schneller abzulaufen. Da dieses etwas weni-
ger hydrophob ist als Erdnussdl, ist dieses Verhalten nachvollziehbar. Eine Aussage,
ob auch ein geloster Arzneistoff bzw. ein geldstes Protein diesen Austausch in gleicher

Geschwindigkeit zeigt, kann jedoch an dieser Stelle nicht getroffen werden.

2.9.2. Entwicklung eines In-vitro-Freisetzungsmodells

Die Simulation der Umgebung, der ein subkutanes Implantat in vivo ausgesetzt ist,
stellt ein nicht unerhebliches Problem beim Versuch einer In-vitro-Freisetzung dar. Die
gebrauchlichste Methode ist dabei die Durchfithrung unmittelbar in Puffer, sowie das
Quantifizieren der in den Puffer freigesetzten Menge [101]. Es gibt jedoch zahlreiche
Implantate, die sich unter diesen Bedingungen grundverschieden im Vergleich zu In-
vivo-Versuchen verhalten. Hydrogelbildende Implantate reagieren mit Auflosung und
olbasierte mit Aufschwimmen. Neben der Vermeidung dieser Probleme ist es aufserdem
giinstig In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen mit der gleichen Methode durchfiihren zu
konnen. Im Rahmen dieser Arbeit war der Einsatz der multispektralen Fluoreszenzbild-
gebung mittels des .Maestro' " in vivo imaging systems” fiir die Tierversuche geplant.
Dem entsprechend wurde versucht, diese Technik auch fiir die In-vitro-Untersuchungen

zu verwenden.
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Abbildung 35: Erster Entwurf eines neuen Freisetzungsmodells (nicht umgesetzt).
Fin Dialyseschlauch sollte durch ein duferes Geriist gehalten und das Ende mittels
eins Schraubverschlusses verschlief$bar sein.

Der erste Entwurf eines neuen Freisetzungsmodells lehnte sich an die Dialysesackme-
thode an. Zwar berichtete Washington 1989, dass diese Methode nie Sinkbedingungen
schaffen konne [102], jedoch ist dies fiir die Simulation der subkutanen Umgebung auch
gar nicht notig. Um diese Methode mit dem ,Maestro' " in vivo imaging system‘ mess-
bar zu machen, wurde eine Art Exoskelett entworfen, welches einen Dialyseschlauch
halten und eine optische Messung zwischen den stabilisierenden Stédben erméglichen
sollte (vergleiche Abbildung 35 auf Seite 66). Dieses Konzept wurde jedoch aus zwei
Griinden nie umgesetzt. Zum einen hétte es fiir eine Vergleichbarkeit mit den In-vivo-
Messungen fiir eine Probengrofe von 200l gebaut werden miissen, zum anderen wé-
re es nur eine Losung flir hydrogelbildende Implantate gewesen. Die Olbasierten Gele
im Rahmen dieser Arbeit wiirden nur unzureichend mit den hydrophilen Membranen
interagieren. Aus diesen beiden Griinden wurde dieser Ansatz verworfen.

Ein neuer Entwurf wechselte von dem labilen Exoskelett zu einem massiveren Acryl-
block. Dieser bestand aus einer Boden-, einer Mittel- und einer Deckplatte. Dazwischen
befand sich jeweils die Membran. Die Proben wurden in die Aushohlungen der Mittel-
platte gefiillt und das Modell anschlieffend tiber vier Nylonschrauben verschlossen. Dies
sollte gegeniiber dem ersten Entwurf mehrere Vorteile bringen. Durch die verschiede-
nen Aussparungen mit einem Volumen von 200yl in der mittleren Platte (vergleiche
Abbildung 36 auf Seite 67) wurden diese relativ kleinen Volumina von stabilem Acryl
eingeschlossen. Dadurch wurde fiir das Gesamtobjekt eine handliche Grofe erreicht.
Des Weiteren kann die Dialysemembran fiir die Verwendung mit Gelen auf dliger Basis
auch durch ein PET-Netz ersetzt werden, welches ein Aufschwimmen verhindert, jedoch
kaum ein Diffusionshindernis darstellt. Eine Referenz ohne jegliche Freisetzung sollte
durch die Aushéhlungen an den Enden ohne dariiber und darunter liegende Offnungen
realisiert werden. Aber auch bei diesem Prototyp traten Probleme auf. Die zunéchst
als Vorteil gedachte grofse Anzahl von Aushohlungen, um zahlreiche Proben parallel
untersuchen zu kénnen, erwies sich als ungiinstig. Es war fast unmoglich verschiedene

Implantate sauber getrennt voneinander einzufiillen. Aufserdem reichte durch die grofe
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Abbildung 36: Zweiter Entwurf eines Freisetzungsmodells. Dieser wurde als Prototyp
umgesetzt, jedoch aufgrund ausgeprdgter Diffusion entlang der eingesetzten Membran
und der schwierigen Bedienbarkeit bei unterschiedlichen Proben micht verwendet.

Abbildung 37: Testfreisetzung von ALEXA Fluor® 647-BSA (gelb) und Methylen-
blav (blau) aus einem Hyaluronanhydrogel. Es zeigt sich eine starke Ausbreitung der
Fluoreszenz zwischen den Probenkammenrn.

Fliche der Druck, mit dem das Modell verschlossen wurde, nicht aus, um die Offnungen
der Mittelplatte sauber zu verschliefen, wie in Abbildung 37 zu sehen. Dabei handelte
es sich um Testfreisetzungen von ALEXA Fluor® 647-BSA (gelb) und Methylenblau
(blau) aus einem Hyaluronanhydrogel. Nach 4 h war deutlich eine Diffusion der Fluores-
zenzfarbstoffe parallel zur Dialysemembran zu erkennen. Methylenblau drang sogar bis
in die Probenkammern ein, in die urspriinglich die ALEXA Fluor® 647-BSA-haltigen

Gele gefiillt wurden. Auch die Referenzkammer war nicht ausreichend abgedichtet.
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Abbildung 38: Links: Der finale Prototyp des Freisetzungsmodells. Die Probleme des
vorigen Entwurfs wurden iiber eine geringere Probenzahl und Fliche sowie grofiere Kraft
durch eine gréffere Anzahl von stabileren Schrauben geldst. Rechts: Testfreisetzung von
ALEXA Fluor® 647-BSA wie in Abbildung 37. Es ist kaum noch Diffusion parallel zur
Membran zu sehen. Zusdtzlich ist das Bild durch die flache Unterseite des Modells als
Betrachtungsoberfliche deutlich scharfer.

Darauthin wurde die Geometrie modifiziert. Boden- und Deckplatte wurden deutlich
verstirkt. Auferdem wurde die Anzahl der Schrauben erhoht. Dennoch war nach einer
Wiederholung des Experiments keine Besserung festzustellen.

Als Konsequenz daraus wurden tiefgreifende Anderungen an der Konstruktion vorge-
nommen. Die Fliche und die Anzahl der Probenkammern wurde stark verkleinert und
die Presskraft durch einen Austausch der Nylonschrauben gegen sechs Stahlschrauben
stark erhoht. Das nun fertige Modell ist in Abbildung 38 zu sehen. Es besitzt nur noch
drei einseitig geoffnete Vertiefungen weiterhin mit einem Fassungsvermogen von 200 l.
Je nach Charakteristik des zu untersuchenden Objekts kann iiber diese eine hydrophile
Dialysemembran mit beliebigem Molekulargewichtsausschluss oder ein PET-Netz ge-
legt werden. Abbildung 38 (rechts) zeigt eine Testfreisetzung von ALEXA Fluor® 647-
BSA nach 10h &hnlich zu Abbildung 37. Das Ausmafs der Diffusion parallel zur Dia-
lysemembran ist deutlich reduziert. Gleichzeitig bietet das Modell durch seine glatte
Unterseite eine geeignetere Oberflache fiir die Messung, was an der deutlich héheren
Schérfe der Aufnahme zu sehen ist. Die Anzahl der Vertiefungen ermoglicht dabei im-
mer noch eine Dreifachbestimmung mit nur einem Messvorgang. Da die Vertiefungen
nur einseitig getffnet sind, eréffnet sich zusétzlich ein weiteres Anwendungsgebiet: Die
Freisetzung aus fliissigen Tragern, wie Konjugaten von wasserloslichen Polymeren oder
Nanopartikeln [103|. Dabei ist dieses Modell umso geeigneter, je langsamer die Freiset-
zung aus den Partikeln oder die Spaltung der Konjugate erfolgt und je weniger damit
die Diffusion durch die Membran als geschwindigkeitsbestimmender Schritt ins Gewicht
fallt.

Das fertige Modell sollte nun einem realitdtsnahen Test unterzogen werden. Dazu
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Abbildung 39: Testfreisetzung von ALEXA Fluor® 680-BSA aus dem finalen Frei-
setzungsmodell. Dargestellt ist jeweils der Median der relativen Fluoreszenzintensitditen
bezogen auf den jeweiligen Startwert aus den drei Kammern. Die Fehlerbalken stellen
die Maxima und Minima dar.

wurden mit ALEXA Fluor® 680-BSA beladene Hyaluronangele verwendet. Dabei wur-
den drei verschiedene Gele verglichen. Zum einen wurden 3% und 6 % Hyaluronan
verwendet. Das dritte Gel hatte ebenfalls eine Konzentration von 6 % und war zusétz-
lich mit Glycerol isotonisiert. Die Freisetzung erfolgte wie auf Seite 95 beschrieben. Die
Grafik in Abbildung 39 zeigt die Fluoreszenzintensitit zu den gewahlten Zeitpunkten
bezogen auf den Anfangswert. Die Freisetzung dieses bei der herkémmlichen Methode
problematischen Systems konnte mittels des neuen Freisetzungsmodells bestimmt wer-
den. Dabei wurden sowohl Unterschiede zwischen verschiedenen Konzentrationen an
Hydrogelbildner als auch zwischen isotonisierten und nicht isotonisierten Gelen fest-
gestellt. Der Abfall der Fluoreszenzintensitat war aus dem Gel mit 3 % Hyaluronan
deutlich schneller als bei 6 %. Des Weiteren wurde bei einer Isotonisierung eine Ver-
zogerung bis zum Beginn der Freisetzung festgestellt. Die Variabilitdt zwischen den
einzelnen Kammern war dabei dufterst gering. Damit erfiillte dieses Modell die zu Be-

ginn der Entwicklung gestellten Anforderungen.
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Abbildung 40: Freisetzung von ALEXA Fluor® 680-BSA aus den Gelen A-D. Dar-
gestellt ist jeweils der Median der relativen Fluoreszenzintensititen bezogen auf den
jeweiligen Startwert aus den drei Kammern. Die Fehlerbalken stellen die Mazima und
Minima dar.

2.9.3. In-vitro-Freisetzungsuntersuchung mittels des

entwickelten Modells

Abbildung 40 zeigt die relativen Intensitéiten der Fluoreszenzen bezogen auf den jewei-
ligen Startwert in Abhéngigkeit von der Freisetzungsdauer. Dargestellt ist der Median
der drei Kammern des Freisetzungsmodells aus Kapitel 2.9.2. Die Fehlerbalken stellen
die Kammern mit der jeweils héchsten und niedrigsten gemessenen Intensitdat dar. In
den ersten zwei Tagen war zundchst keine Verdnderung zu beobachten. Dann begannen
bei den Gelen A und B die Intensitaten anzusteigen. Ab Tag 11 zeigte Gel C das gleiche
Verhalten. Bei Gel D dauerte es einen Monat bis die Intensitdten anzusteigen began-
nen. Nach einigen Tagen bis Wochen war die Fluoreszenz auf ein Maximum angestiegen
und blieb dort dann wieder konstant.

Bei der Betrachtung dieser Daten muss zunédchst die Frage gestellt werden, wie es zu
einem Anstieg der Intensitdten kommen konnte. Zwar war es auch schon bei anderen
Experimenten, welche die multispektrale Fluoreszenzbildgebung zum Quantifizieren

nutzten, vorgekommen, dass Intensitdten zu Beginn der Untersuchung aufgrund von
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der Sedimentation der Wassertropfchen im
Gel wihrend der In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen.

Anpassungsvorgingen an die neue Umgebung (z.B. Temperatur, Verformung) anstie-
gen. Jedoch geschah dies fiir gewohnlich in den ersten Minuten [104] oder maximal
Stunden [105]. Eine Zunahme an Intensitét nach Tagen konnte demnach nicht darauf
zuriickzufiihren sein.

Eine mogliche Erklarung wurde bereits in Kapitel 2.3.2 beschrieben. Bei einer Lager-
temperatur von 37 °C kam es zu einer langsamen Sedimentation der Wassertropfchen
(vergleiche Abbildung 41). Die farbstoffhaltigen Tropfchen sammelten sich somit ver-
stiarkt an der geschlossenen Bodenplatte. Genau durch diese wurde jedoch die Messung
durchgefiihrt. Aus Sicht des Maestro'  hatte sich somit die Menge an Farbstoff erhéht.
Real war dieser jedoch nur ndher an die Oberfliche gelangt. Je nach Wassergehalt und
Ol war die Sedimentation unterschiedlich ausgeprigt. In Ubereinstimmung mit Kapi-
tel 2.3.2 trat diese bei den Gelen A und B zuerst auf, gefolgt von Gel C und schliefslich
Gel D.

Da die Sedimentation nur wiahrend begrenzter Abschnitte des Experiments auftrat,

liefs sich trotz der Uberlagerung feststellen, dass keines der Systeme in vitro eine Freiset-
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zung von Rinderserumalbumin zeigte. Da gezielt auf den Zusatz von Lipasen verzichtet
und somit eine Erosion des Implantates verhindert wurde, wurde hiermit ausschlieflich
die Freisetzung durch Diffusion charakterisiert. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte eine
solche fiir Proteine durch die 6lige Phase nach aufsen ausgeschlossen werden. Demzu-
folge beschrinkt sich der in Kapitel 2.9.1 festgestellte Austausch auf das Wasser selbst,
wahrend gelostes Protein unberiihrt bleibt. Fiir eine Freisetzung in vivo ist somit eine
Erosion als Mechanismus anzunehmen. Dieser liegt vermutlich eine Degradation der
Triglyceride von Erdnussél bzw. MCT zu Grunde, welche mit grofser Wahrscheinlich-
keit durch Lipasen oder Esterasen vornehmlich an der Grenzschicht zum umliegenden
Gewebe stattfindet. Dabei entstehen im ersten Schritt weniger lipophile Diglyceride.
Es kann ein weiterer Abbau zu Monoglyceriden und Fettsduren erfolgen. Wie bereits
in Kapitel 2.1.1 gezeigt wurde, wird die Gelstabilitéit stark von der Lipophilie der Fliis-
sigkeit beeinflusst und nimmt mit sinkender Lipophile ab. Somit ist anzunehmen, dass
durch die Degradation des Ols an der Grenzfldche die duferen Schichten nach und nach
geschwécht werden und schliefflich erodieren. Die Zusammensetzung im Inneren édndert
sich wihrenddessen vermutlich nur wenig. Wassertropfchen, die so an die Oberfliache
gelangen, werden somit durch Erosion freigesetzt. Eine Diffusion im Inneren des in-
takten Gels findet nicht statt. Als zusétzlicher Mechanismus kommt ein Brechen der
Emulsion nach fortgeschrittener Degradation der Glyceride im Gelinneren in Betracht,
da die sich bildenden Fettsauren, Mono- und Diglyceride mit dem Emulgator um die
Grenzflache konkurrieren und so die Stabilitdt negativ beeinflussen.

Damit stellen diese Systeme den angestrebten Idealfall dar, sofern in vivo eine Frei-
setzung nachgewiesen werden kann. Die Erosion des Geles ist von den physikochemi-
schen Eigenschaften des Proteins unabhéngig, wihrend eine Freisetzung tiber Diffusion
vom Verteilungsverhalten sowie dem Diffusionskoeffizienten und dem Diffusionsweg
aber auch von Adsorption an Strukturen im Gelinneren abhéngig wire. Somit sind
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kinetiken verschiedener Proteine zu er-
warten.

Auf eine Simulation der Erosion in vitro wurde verzichtet. Entsprechende Zusétze im
Freisetzungsmedium wie Emulgatoren oder Lipasen beeinflussen allein durch Art und
Menge das Ergebnis zu sehr. Auch ein Bezug zur physiologischen Lipaseaktivitédt ist
nicht erfolgversprechend, da Schwab et al. bereits zeigten, dass in vitro ein Vielfaches
der physiologischen Aktivitdt notwendig ist, um eine vergleichbare Kinetik zu erhalten
[106].
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2.10. In-vivo-Freisetzungsuntersuchung

Die Abbildungen 42 und 43 auf den Seiten 74 und 75 zeigen ein Tier aus ,Kafig 1¢
bzw. Kifig 2¢. Neben der Veranschaulichung des Messprinzips wurden diese Tiere aus
einem bestimmten Grund ausgewéhlt. Sie zeigten, dass bei den Gelen B (Abbildung 42
rechts) und C (Abbildung 43 links), also den beiden Systemen auf MCT-Basis, eine
gewisse Neigung (jeweils dieses eine Tier) zur Bildung von Odemen (Pfeile) bestand.
Bei den auf Erdnussol basierenden Gelen trat dies nicht auf. Jedoch war die Anzahl
der Tiere zu gering um diesen Unterschied statistisch abzusichern. Es blieb somit beim
Verdacht. Das Auftreten konnte jedoch begriindet werden. Da die Odeme erst nach
einigen Wochen auftraten, ist ausgeschlossen, dass es eine direkte Reaktion auf das
Implantat war. Die Bestandteile, mit denen der Kérper zum Zeitpunkt der Applikation
in Kontakt kam, konnten somit nicht dafiir verantwortlich sein. Wahrscheinlicher war
dagegen aufgrund der Verzogerung den Ausloser bei moglichen Abbauprodukten zu
finden. An dieser Stelle fielen die Unterschiede zwischen den beiden Olen auf. Wiahrend
Erdnussol fast vollstandig aus Fettsduren mit 16 Kohlenstoffatomen und dariiber —
wovon viele ungeséttigt sind — besteht [107], enthdlt MCT mindestens zu 95 % Capryl-
und Caprinsdure [108|. Letztere ist als Reinsubstanz reizend, erstere sogar dtzend.
Die im Erdnussol enthaltenen hoheren Fettsduren sind dagegen auch als Reinsubstanz
ungeféhrlich [100]. Bei intravendser Gabe werden die Abbauprodukte schnell verdiinnt,
so dass keine Reizung von Gewebe auftritt. Bei subkutaner Gabe und insbesondere
durch die Retardierung in Folge der Gelierung wurden konstant Abbauprodukte an
der Oberfliche des Implantats gebildet und langsam abtransportiert. Durch diesen
Dauereinfluss kam es schlieflich zur Reizung und damit zur Odembildung.

Neben der reinen Beobachtung der Tiere wurden die Fluoreszenzsignale, wie in Ka-
pitel 4.2.10.3 auf Seite 95 beschrieben, ausgewertet. Abbildung 44 auf Seite 76 zeigt die
auf die Belichtungszeit normierten Fluoreszenzintensititen relativ zum Startwert des
jeweiligen Tieres. Dargestellt ist jeweils der Median aus drei Tieren. Die Fehlerbalken
stellen die Maxima und Minima dar. Die Implantate wurden iiber 4 Monate beob-
achtet. Es zeigte sich, dass die Systeme auf Basis von Erdnussol eine langsamere und
gleichméfigere Freisetzungskinetik aufwiesen. Die beiden MCT-Gele begannen dage-
gen mit einem Abfall auf ca. 40 % innerhalb von einem Tag. Nach vier Tagen stagnierte
die Freisetzung jedoch. Im Bereich von 21 Tagen war bei den MCT-Implantaten ein
Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten. Dieser war durch die Odembildung begriin-
det. Vermutlich durch den Eintritt von Gewebsfliissigkeit schwollen die Implantate an.
Gleichzeitig war der Abtransport von freigesetztem Protein behindert. Dadurch verteil-
te sich der Fluoreszenzfarbstoff auf eine grofere Fliache (bezogen auf die Messung) und

war durch die zuséatzliche Fliissigkeit besser solvatisiert. Daraus folgt eine giinstigere
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Abbildung 42: ,Maus 1 aus ,Kifig 1“: Monochromaufnahmen unter Weifilicht (links)
und Fluoreszenzintensititen (rechts) im zeitlichen Verlauf. Die Bauchseite der Maus
ist zu sehen. Gel A ist am linken Bein, Gel B am rechten Bein zu sehen. Das oberste

Bild (Tag 0) ist eine Uberlagerung von Autofluoreszenz (weifd) und des Signals von
ALEXA Fluor® 680 als intensititsbezogene Farbskala.
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Abbildung 43: ,Maus 3 aus ,Kifig 2“: Monochromaufnahmen unter Weifilicht (links)
und Fluoreszenzintensititen (rechts) im zeitlichen Verlauf. Die Bauchseite der Maus
st zu sehen. Gel Cist am linken Bein, Gel D am rechten Bein zu sehen. Das oberste

Bild (Tag 0) ist eine Uberlagerung von Autofluoreszenz (weiff) und des Signals von
ALEXA Fluor® 680 als intensititsbezogene Farbskala.
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Abbildung 44: In-vivo-Freisetzung von ALEXA Fluor® 680-BSA aus den Gelen A-D.
Dargestellt ist jeweils der Median der relativen Fluoreszenzintensititen bezogen auf den
jeweiligen Startwert aus den drei Tieren. Die Fehlerbalken stellen die Maxima und
Minima dar.

Quantenausbeute, eine stirkere Anregung durch eine grofsere Beleuchtungsfliche und
verminderte Selbstausloschung. Es wurde somit eine falsch hohe Intensitat gemessen.
Am Beispiel von ,Maus 3“ aus ,Kéfig 2 in Abbildung 43 konnte die Verdnderung der
Fluoreszenz bei der Odembildung beobachtet werden. Auch das Abschwellen war zu
sehen. Zwischen der Drei- und der Viermonatsmessung war das Odem, wie in der Auf-
nahme unter Weiklicht zu sehen, vollstandig verschwunden. Gleichzeitig war auch das
Fluoreszenzsignal nicht mehr detektierbar.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Freisetzung von BSA in vivo stattfindet. In
Verbindung mit Kapitel 2.9.3 kann angenommen werden, dass deren Geschwindigkeit
von der Art des Proteins unabhéngig ist. Allein der Abbau — hauptséchlich durch

Lipasen — ist fiir die Freisetzung der Tropfchen und damit des Proteins verantwortlich.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Im Verlauf dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass es gelungen war, vier Syste-
me zur kontrollierten Freisetzung von Proteinen zu entwickeln. Bei der Herstellung die-
ser auf 12-Hydroxystearinsdure und Erdnussol bzw. MCT basierenden Gele konnte auf
organische Losungsmittel vollstdndig verzichtet werden. Die thermische Belastung fiir
Proteine war gering und kann durch eine geringe Modifikation jederzeit ganz vermieden
werden. Mit der Verwendung des SpeedMixers' kam hinsichtlich der Scherbelastung
ein besonders schonendes und in der Pharmagzie bisher wenig beachtetes Verfahren zur
Beladung der Gele mit wassriger Proteinlosung zum Einsatz. Nachdem eine physikali-
sche Stabilisierung mit der Gelbildung als Quasiemulgator dhnlich der Kiihlsalbe DAB
scheiterte, wurde die Phasengrenze mit Cithrol”" DPHS stabilisiert. Dieser Emulgator
besitzt die Fahigkeit besonders grofse Anteile an wéssriger Phase in W /O-Emulsionen
zu halten. Aufserdem weifst er aufgrund der Polyhydroxystearatketten eine strukturelle
Ahnlichkeit mit dem Organogelbildner auf. Span' 60 wurde als Alternative getes-
tet und als weniger geeignet verworfen. Die theoretische maximale Beladung bei mit
Cithrol”" DPHS stabilisierten Emulsionen — laut Herstellerangaben 90 % — konnte zwar
nicht erreicht werden. 70 % waren jedoch mit intensiverer Homogenisierung moglich.
Die vier Systeme, welche letztendlich ausgewéhlt wurden, hatten Beladungskapazitiaten
von 10 % und 50 % jeweils einmal mit Erdnussol und einmal mit MCT. Deren Tropf-
chengrofe wurde mittels Phasenkontrast- und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
auf ca. 1 pm bestimmt. Andere Verfahren zur Grofenbestimmung schlugen fehl. Dar-
iiber hinaus wurde die Stabilitdt der Gele weiter untersucht. Sowohl unter Zentrifugie-
ren als auch bei vierwochiger Lagerung bei verschiedenen Temperaturen war die Emul-
sion stabil. Bei der Lagerung bei 37 °C war zwar eine Sedimentation der innere Phase
zu beobachten, jedoch keine Koaleszenz. Ein aktives Abtrennen der inneren Phasen
gelang nur unter Verwendung von Dichlormethan. Zwar 16sten auch Diethylether und
zum Teil Toluol, n- und Cyclohexan das Gel, jedoch blieben die einzelnen Trépfchen
dabei erhalten. Uber mehrere Waschvorgéinge mit Dichlormethan und der Zuhilfenah-
me von Zentrifugation konnte aus fertigen mit Rinderserumalbumin beladenen Gelen
die innere Phase gewonnen und mit Asymmetrischer Fluss-Feldflussfraktionierung auf
die Bildung von Aggregaten untersucht werden. Durch die vergleichende Untersuchung
von Referenzproben konnte die Bildung von Aggregaten als vernachlédssigbar gering
beurteilt werden. Dabei war jedoch zu sehen, dass der Einfluss von Dichlormethan
wahrend der Extraktion mehr Aggregate verursachte als der Herstellungsprozess. Dar-
iiber hinaus wurde versucht mittels ESR-Spektroskopie die Stabilitdt des Albumins

wahrend einer Lagerung bei 37°C zu verfolgen. Dazu wurde Rinderserumalbumin in
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eigener Synthese spinmarkiert. Fine Aggregation konnte dabei nicht festgestellt werden.
Allerdings war ein deutlicher Unterschied zu einer Referenzprobe sichtbar. Wahrend
das Spektrum des in den Gelen formulierten Albumins sich innerhalb eines Monats
nicht verédnderte, wurde dieses bei der Referenz bereits nach zwei Wochen vollkommen
beweglich. Da dies auf eine Zersetzung durch mikrobiologisches Wachstum hindeutete,
wurde auf eine entsprechende wachstumshemmende Wirkung der Systeme geschlossen,
wodurch z.B. eine Konservierung vermieden werden kann. Ebenfalls mit ESR wurde
die pH-Stabilitdt einer auf pH 6,8 gepufferten Losung im Gel untersucht. Zwar war
hier keine eindeutige Bestimmung des pH-Wertes aufgrund von Verteilungseffekten
zwischen den Phasen moglich, jedoch zeigte die Betrachtung der Daten relativ zum
Startwert, dass es keine Verdnderung des pH-Wertes wéahrend der Lagerung gab und
dieser vermutlich weiterhin bei pH 6,8 lag. Mittels oszillierender Rheologie wurde ge-
zeigt, dass die Gele hauptséachlich Festkorpereigenschaften besitzen, jedoch bereits bei
geringer Deformation zu flieken beginnen. Je nach System legen die hohen Speicher-
module von 10 000-100 000 Pa aber nahe, dass eine recht hohe Kraft notwendig ist, um
eine entsprechende Verformung zu erreichen. Mit zunehmendem Anteil an innerer Pha-
se nimmt diese Kraft ab. Bei der Messung der Spritzbarkeit mittels TextureAnalyzer
zeigte sich das genaue Gegenteil. Beim Durchflieffen der diinnen 25 G-Kaniile behindern
sich die Tropfchen, bedingt durch die im Gegensatz zur oszillierenden Rheologie plas-
tische Verformung, vermutlich gegenseitig, wodurch hier ein hoherer Anteil an innerer
Phase hohere Krifte verursacht. Bei einer Ausspritzgeschwindigkeit von 200l in 17
waren alle Systeme nach Vergleichen mit Literaturwerten als ,injizierbar oder sogar
yleicht injizierbar einzustufen.

Da bei der Herstellung die Gelbildungstemperatur von grofter Bedeutung ist, wurde
versucht die Systeme hinsichtlich dieser weiter zu charakterisieren. Dafiir wurde die
Differenzialkalorimetrie verwendet. Damit war ein recht breiter Ubergangsbereich de-
tektierbar. Neben den Unterschieden zwischen Erdnussol- und MCT-Gelen konnte eine
absenkende Wirkung sowohl des Emulgators als auch des Wassers auf die Gelbildungs-
temperatur gezeigt werden. Dass es sich dabei wirklich um die Gelbildung handelte,
bewiesen Messungen am reinen Ol, welche keine Ubergéinge im entsprechenden Bereich
lieferten. Auch das Schmelzen von 12-Hydroxystearinsaure konnte durch die niedrige
Temperatur des Ubergangs ausgeschlossen werden. Als weitere Methode wurde zusétz-
lich Kernspinresonanzrelaxometrie mittels BT-NMR hinzugezogen. Jedoch zeigte sich,
dass selbst im vollstiandig gelierten Zustand immer noch der grofte Teil des Ols sei-
ne volle Beweglichkeit besitzt. Die Systeme bestehen also aus weiten Bulkbereichen
an Ol, welche durch eine grobe Matrix aus 12-Hydroxystearinsdure zu einem Gel zu-
sammengehalten werden. Diese Systeme sind damit ein gutes Beispiel dafiir, dass es

teils gravierende Unterschiede zwischen Makro- und Mikroviskositéit geben kann. Die
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Gelbildung wire demzufolge damit nur zu beobachten, wenn das Signal von Ol und
12-Hydroxystearinsdure voneinander getrennt werden kénnte. Dies wiirde jedoch voll-
stindig deuterierte Ole bendtigen, welche nicht verfiighar waren.

Zum Abschluss wurde das Freisetzungsverhalten aus den entwickelten Systemen so-
wohl in vitro als auch in vivo untersucht. Zunéchst wurde der Austausch von schwerem
Wasser im Gelinneren mit iiberschichtetem normalem Wasser mittels Magnetresonanz-
tomographie beobachtet. Dabei zeigte sich eine recht schnelle Veranderung. Spétestens
nach 2 Tagen war kein Unterschied zur Referenz mehr zu erkennen. Fiir die Freisetzung
von Rinderserumalbumin wurde eigens ein Modell zur Simulation der subkutanen Um-
gebung entwickelt. Diese konnte mittels multispektraler Fluoreszenzbildgebung gemes-
sen werden. Aus transparentem Acrylglas wurden Blocke aus je zwei Platten gefertigt.
Die Bodenplatte besitzt drei Vertiefungen zu je 200 pl. Mit einer Deckplatte kann dar-
iiber je nach Anforderung des Implantates eine Dialysemembran oder ein PET-Netz
gespannt werden. Durch Aussparungen in der Deckplatte ist eine Diffusion nach aufsen
ungehindert moglich. Die Freisetzung von fluoreszenzmarkiertem Rinderserumalbumin
aus den Organogelen wurde mit einem PET-Netz durchgefiihrt. Auf einen Zusatz von
Lipasen wurde gezielt verzichtet, da somit eine Freisetzung durch Erosion verhindert
und nur der Diffusionsanteil untersucht wurde. Da iiber einen Zeitraum von 90 Tagen
keine Freisetzung durch Diffusion feststellbar war, wurde als Mechanismus eine Erosion
des Implantates in vivo angenommen. Es folgten Freisetzungsstudien am Tier. Sechs
weiblichen SKH-1 Nacktméusen wurden jeweils 200 pul von zwei unterschiedlichen Sys-
temen implantiert. Das fluoreszenzmarkierte Rinderserumalbumin darin konnte ins-
gesamt 124 Tage mittels multispektraler Fluoreszenzbildgebung verfolgt werden. Eine
kontrollierte Freisetzung des Proteins war somit iiber diesen Zeitraum maglich.

Fiir die Zukunft sollte das System weiter hinsichtlich seines Freisetzungsverhaltens
und seiner Vertraglichkeit untersucht werden. Insbesondere sollen nach den Modell-
proteinen therapeutisch relevante Proteine formuliert werden. Interessant ist dabei,
wie sich besonders scherempfindliche, thermolabile oder gegeniiber organischen Lo-
sungsmitteln empfindliche Proteine verhalten. Da die Pufferung der verschiedensten
pH-Werte in der inneren Phase moglich sein sollte, kénnten auch Proteine mit einem
Stabilitdtsoptimum bei extremen pH-Werten formulierbar sein. Uber ELISA kann die
Aktivitdt nach der Formulierung tiberpriift werden. In vivo ware eine Studie zur Phar-
makokinetik direkt iiber Plasmaspiegel und zur Pharmakodynamik der therapeutischen
Proteine von Bedeutung. Eine genauere Untersuchung der Korrelation zwischen Freiset-
zung und Erosion ist aulerdem von Interesse. Letztere kann z.B. mit In-vivo-BT-NMR
am Tier und spater mit MRT am Menschen untersucht werden. Nach erfolgter Kali-
brierung kénnte eine solche Bestimmung die aufwiandigen Freisetzungsstudien ablosen.
Nach einer solchen weiterfithrenden Untersuchung und gegebenenfalls auch Optimie-

rung haben die entwickelten Systeme grofies Potenzial die Marktreife zu erlangen.
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4. Materialien und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Losungsmittel

4.1.1.1. Wasser

Das verwendete Wasser wurde durch Bidestillation (2104, GFL, Deutschland) gewon-
nen und entspricht der Monographie des Européischen Arzneibuches fiir Wasser fiir

Injektionszwecke.

4.1.1.2. Organische Lésungsmittel

Alle verwendeten organischen Losungsmittel waren von analytischer Qualitdt und wur-

den ohne weitere Vorbereitungen verwendet.

4.1.2. Ole

Name Bezugsquelle Monographie

Raffiniertes Erdnussol Caesar & Loretz GmbH, Ph. Eur. 7
Hilden, Deutschland

Natives Jojobadl Caesar & Loretz GmbH, DAC 2004
Hilden, Deutschland

Mittelkettige Triglyceride Hansen & Rosenthal KG, Ph. Eur. 7

Hamburg, Deutschland
Isopropylmyristat Hansen & Rosenthal KG, Ph. Eur. 7

Hamburg, Deutschland

4.1.3. Emulgatoren

Emulgator Bezugsquelle Monographie

SpanTM 60 Croda, Deutschland Ph. Eur. 7
(Sorbitanstearat)

Cithrol"" DPHS  Croda, Deutschland Ph. Eur. 7

(Macrogol-30-Dipolyhydroxystearat)
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4.1.4. Proteine

Name

Bezugsquelle

Rinderserumalbumin (BSA)
ALEXA Fluor® 647-BSA [109]
ALEXA Fluor® 680-BSA [109]
PCU-BSA

4.1.5. Sonstiges

Name

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen AG, Carlsbad, USA
Invitrogen AG, Carlsbad, USA

Eigensynthese

Bezugsquelle

12-Hydroxystearinsiaure, 99 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dialysemembran Spectrum Laboratories, Inc., USA

Spectra/Por CE 100 kDa 16 mm

Dialysemembran Spectrum Laboratories, Inc., USA

Spectra/Por 1, 6-8kDa, 16 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Dextranblau

2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin- Alfa Aesar, Ward Hill, USA
1-oxyl-3-carboxylsdure-

N-hydroxysuccinimidester

4-Amino-2,2,5,5-tetramethyl-
3-imidazolin-1-oxyl-Radikal

N.N. Vorozhtso Institute of Organic Chemistry,

Novosibirsk, Russland

Hyaluronan-Natrium aus Strep- Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

tococcus equi

Alle weiteren Chemikalien waren von analytischer Qualitdt und wurden ohne weitere

Vorbereitungen verwendet.
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4.2. Methoden

4.2.1. Herstellung der Gele

Fiir die Grundgele wurde eine entsprechende Menge 12-Hydroxystearinsaure in ein 4 ml
Glasgefafs mit Schraubdeckel bzw. in eine 10 g Kruke aus Polypropylen gefiillt, gegebe-
nenfalls ein Emulgator zugegeben und zuletzt mit der jeweiligen lipophilen Fliissigkeit
auf die Endmasse ergdnzt. Anschliekend wurde in einem Metallblockorbitalschiittler
mit Heiz- und Kihlfunktion, dem SC20 von Torrey Pines Scientific Inc. bei 70 °C auf
Stufe 3 (400 min~!) geschiittelt, bis sich die 12-Hydroxystearinsiure vollstéindig geldst
hatte. Die Gelbildung erfolgte beim Abkiihlen unter die Gelbildungstemperatur.

Fiir die Herstellung der Emulsionsgele wurde der SpeedMixer' ' DAC 150 SP von
Hauschild Engineering (Hauschild & Co KG, Hamm, Deutschland) verwendet, dessen
Funktionsweise in Abbildung 45 auf Seite 83 schematisch dargestellt ist. Neben den in
der Grundausstattung vorhandenen Einsétzen stand eine Spezialanfertigung fiir 4 ml
Glasgefafse zur Verfiigung. Verwendet wurde grundsétzlich die maximale Drehzahl von
3500 min~!. Dabei wurden die Proben zum Abkiihlen zunichst direkt von einer An-
fangstemperatur von 70 °C aus vorgemischt. Anschliefsend wurde die zuvor bei 0,22 pm
filtrierte wissrige Phase zugegeben und im SpeedMixer'  DAC 150 SP homogenisiert.
Die Zeiten variierten je nach Probe und Versuch. Der gesamte Herstellungsprozess ist
in Abbildung 46 auf Seite 84 schematisch dargestellt.

Als zusétzlichen Verfestigungsschritt wurden die Gele zusétzlich fiir 5min im auf
50 °C temperierten Orbitalschiittler erwédrmt, anschliefsend fiir 5 s abschliefsend gemischt
und in Ruhe erkalten gelassen. Tabelle 9 zeigt die Zusammensetzung und Herstellungs-
parameter der ausgewahlten und weiter charakterisierten Systeme.

Angaben zu den Anteilen von 12-Hydroxystearinsédure beziehen sich jeweils auf den
lipophilen Anteil des Emulsionsgeles bestehend aus 12-Hydroxystearinsdure, lipophiler
Fliissigkeit und gegebenenfalls Emulgator. Die Emulgatormenge bezieht sich jeweils auf

die Gesamtmasse inklusive eventuell vorhandener wéssriger Phase.

4.2.2. Mikroskopie

4.2.2.1. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist ein mikroskopisches Verfahren, mit welchem
sehr diinne Schichten dargestellt werden konnen, ohne die Probe tatséchlich in diesen
Dimensionen préaparieren zu miissen. Zuséatzlich wird durch die Laserabrasterung und

der Detektion der dadurch angeregten Fluoreszenz eine hohe Auflésung erreicht [111].
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Antriebsachse

Abbildung 45:
SpeedMizer' " DAC 150 SP (modifiziert nach Massing et al. [110]).
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Tabelle 9: Ubersicht iber die vier ausgewdhlten und weiter charakterisierten Systeme
bezogen auf eine Gesamtmasse von 2g.

Gel A Gel B Gel C Gel D
Cithrol"" DPHS 40 mg 40 mg 40 mg 40 mg
12-Hydroxy- 54 mg 54 mg 30 mg 30 mg
stearinsdure
Lipophile Fliissig- zu 1800 mg zu 1800 mg zu 1000 mg zu 1000 mg
keit Erdnussol MCT MCT Erdnussol
Vormischdauer 45s 150s 150s 458
Wassrige Phase 200 pl 200 pl 1000 pul 1000 pl
Mischzeit 60s 60s 60s 60s
Harten 5 min 5 min 5 min 5 min

bei 50°C bei 50°C bei 50°C bei 50°C
Abschlieflendes 5s 5s 5s 5s

Mischen
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Herstellung der Emulsionsgele.
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Die Gele aus Tabelle 9 wurden jeweils wie beschrieben im 2g Mafistab in einer
10g Kruke hergestellt. Dabei wurde eine Rhodamin-110-Lésung mit 12 als innere
Phase verwendet. In der dufteren Phase befand sich Dil in einer Konzentration von
10 k&

ml’

Phase verbleibt [112-114|. Diese Farbstoffkombination ist bereits in der Literatur fiir
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie beschrieben [115].

welches sich mit einem logP von ca. 17 nahezu vollstdndig in der lipophilen

Eine stecknadelkopfgrofie Menge wurde auf einen Objekttréager gegeben und ein
Deckglédschen ohne Druck draufgelegt. Anschliefsen wurde der Objekttriger fiir einen
kurzen Moment auf den auf 70 °C temperierten Metallblock des Orbitalschiittlers gelegt
ohne jedoch zu schiitteln. Da sich das Gel dadurch kurzzeitig verfliissigte, verteilte es
sich in einer diinnen Schicht unter dem Deckglaschen. Zum Abschluss wurde mit einer
Spritze Alleskleber um die Réander des Deckglédschens gespritzt, um dieses zu fixieren.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit den ,LSM 710¢ (Carl-Zeiss, Jena,
Deutschland), dem EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27 als Objektiv und der Software
ZEN 2009 gemacht. Das Rhodamin 110 wurde dabei mit einem Laser der Wellenlénge
488 nm, das Dil mit 543 nm angeregt.

4.2.2.2. Phasenkontrastmikroskopie

Der Vorteil dieses Verfahrens ist die Erzeugung des visuellen Kontrastes durch Unter-
schiede in den Brechungsindizes verschiedener Bereiche, hier speziell Ol und Wasser
[116]. Dadurch wird im Gegensatz zur konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie die Zu-
gabe farbiger bzw. fluoreszierender Stoffe iiberfliissig. Die Gele wurden wie zuvor her-
gestellt und prapariert. Die Messungen erfolgten mit einem Zeiss-Mikroskop mit Pha-
senkontrastfunktion. Als Objektiv diente das Plan-Neofluar 40x/0.75 Ph 2 von Zeiss.
Die Aufnahme erfolgte iiber eine AxioCamMR3 und die Auswertung wurde mittels der

AxioVision-Software durchgefiihrt.

4.2.3. Gelstabilitat

4.2.3.1. Zentrifugation

Zum Uberpriifen der Stabilitit wurde jeweils 1g der Gele A-D mittels einer Labofu-
ge 300 von Heraeus, Deutschland, im 8 x 15 ml Rotor bei 4000 min~! (ca. 2500 x g) fiir
20 min zentrifugiert und hinsichtlich ausgetretener wéssriger Phase untersucht. Diese
wurde mit Dextranblau angefiarbt, um eine eventuelle Phasengrenze leichter erkennen
zu konnen. Dabei wurde sich zunéchst auf das Verfahren von Yao et. al. (1990) bezogen
[117]. Die Parameter wurden jedoch deutlich verschérft. Die Zentrifugalbeschleunigung

wurde von urspriinglich 380 x g und die Dauer von urspriinglich 10 min erhoht.
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4.2.3.2. Lagerung

Um die Lagerstabilitdt zu iiberpriifen wurde jeweils 1g der Gele A-D bei —20°C,
im Kiihlschrank (4-8°C), im Klimaschrank bei 23°C und 37°C gelagert und einmal
wochentlich auf ausgetretene wéassrige Phase untersucht. Diese wurde wieder mit Dex-

tranblau angefiarbt, um eine eventuelle Phasengrenze leichter erkennen zu kénnen.

4.2.3.3. Aktives Trennen der Emulsion

Zum Abtrennen der inneren Phase wurden verschiedene Ansétze gewéhlt. Zunéchst
wurden die Gele fiir bis zu 2h bei ca. 2500 x g zentrifugiert.

Dariiber hinaus wurde versucht, die Gele durch die Zugabe von nicht mit Wasser
mischbaren organischen Losungsmitteln zu losen bzw. zu verfliissigen, um anschlie-
fsend die nun fliissige Emulsion durch Zentrifugation zum Brechen zu bringen. Dafiir
wurden zunéchst die Mischbarkeit von Cyclohexan, n-Hexan, Toluol, Diethylether und
Dichlormethan mit MCT und Erdnussol im Verhéltnis 1:1 iberpriift. Zuséatzlich zu die-
sen Losungsmitteln wurde das dem jeweiligen System zugrundeliegende Ol verwendet.

0,5g Gel mit Dextranblaulosung als innere Phase wurde in einem 4 ml Glaschen
mit ca. 2,5ml Losungsmittel versetzt. Anschlieffend wurde mit einem Vortex Schiittler
gemischt und fiir 10 min bei ca. 2500 x g zentrifugiert. Das Verhalten der Emulsion
wurde vor und nach dem Zentrifugieren bewertet.

Auf den Versuch die Emulsion im durch Wéarme herbeigefiihrten fliissigen Zustand
zu trennen wurde verzichtet, da anzunehmen ist, dass das Protein dabei in erheblichem

Ausmall denaturiert werden wiirde.

4.2.4. Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung

Eine eventuelle Aggregatbildung des Proteins wihrend der Herstellung wurde mittels
der Asymmetrischen Fluss-Feldflussfraktionierung untersucht. Dabei kam die Eclip-
se AF4 (Wyatt Technology Europe, Dernbach, Deutschland) zum Einsatz. Diese war
mit einem Mehrwinkellichtstreudetektor (DAWN EOS, Wyatt) sowie einem Brechungs-
indexdetektor (Shodex RI-101) verbunden. Als Losungs- und Elutionsmittel wurde ei-
ne mit 0,02 % (m/V) Natriumazid konservierte 50 mM Kochsalzlosung verwendet. Jede
Probe wurde dabei dreifach vermessen.

Die Proben hierfiir wurden mit einer Rinderserumalbuminlésung mit 10 2% in 50 mM
Kochsalzlosung hergestellt. Die darin enthaltene wéssrige Phase wurde wie in Abbil-
dung 47 auf Seite 88 dargestellt gewonnen. Dabei wurde zunéchst jeweils eine Menge
Gel, welche einer wéssrigen Phase von 200l entsprach (2g bei Gel A und B bzw.

0,4mg bei C und D), in jeweils zwei 4 ml Gewindegléschen gefiillt. Auflerdem wurden
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zur Kontrolle zwei Glaschen mit 200 pl reiner Albuminlésung befiillt. Die Proben wur-
den jeweils 5s bei 3500 min~! im SpeedMixerTM gemischt, um eine kompakte Schicht
am Boden der Gefifte zu erhalten. 1 ml Dichlormethan und 0,8 ml 50 mM Kochsalzl6-
sung wurden dazugegeben und 30s im SpeedMixerTM gemischt. Es folgte eine Sequenz
aus Vortexen, 10 min Ruhe, Vortexen, Ruhe und erneutem Vortexen. Anschliefend
wurde bei 4000 min~! (ca. 2500 x g) in einer Labofuge 300 von Heraeus, Deutschland,
im 8 x 15ml Rotor fiir 30 min zentrifugiert und die sich unten absetzende Menge an
Dichlormethan mit einer Spritze abgezogen. Diese Sequenz (ab dem ersten Vortexen)
wurde zweimal wiederholt nachdem 1ml (1. Wiederholung) bzw. 2ml (2. Wiederho-
lung) Dichlormethan zugegeben wurden. Nach den somit drei Durchlaufen wurde der
wissrige Uberstand in ein 2 ml Reaktionsgefiaf von Eppendorf iiberfiihrt und darin mit
einer Minispin von Eppendorf bei 13400 min~! (12100 x g) fiir 15min zentrifugiert.
Die Uberstéinde wurden unter grofiter Vorsicht abpipettiert und die zwei auf diesem
Wege erhaltenen Losungen pro Probe wurden vereinigt. Neben diesen wurde noch zu-
sdtzlich die urspriingliche unbehandelte Albuminlésung auf 2 2% verdiinnt und zum
Vergleich ebenfalls vermessen. Zwei weitere Vergleichsproben wurden durch Herstellen
der Gele C und D im 2 g-Mafistab ohne Emulgator mit oben genannter Albuminlésung
erzeugt. Die Extraktion erfolgte hier durch Zugabe von 4ml der Kochsalzlosung und
leichtes Scheren. 2 ml der wéssrigen Phase wurden schliefslich abpipettiert.

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mittels der Software ASTRA 4.90 (Wyatt
Technology Europe, Dernbach, Deutschland). Fiir die Ermittlung der quantitativen
Verteilung von Mono-, Di-, Tri- und Tetrameren wurde das Signal des Brechungsindex-
detektors verwendet. Der Lichtstreudetektor diente zum Identifizieren der Mono- und
Oligomere. Da ASTRA die Flachen der einzelnen Signale nicht iiber das Einpassen von
Funktionen bestimmen kann, wurden die Daten hierfiir nach MagicPlot Student 2.3
(Magicplot Systems, LLC, St. Petersburg, Russland) exportiert. Dort wurde die Ver-
teilung als Summe von vier bis fiinf Gaufs-Funktionen nachgebildet. Jeweils eine fiir
Mono, Di-, Tri- und Tetramere sowie soweit erforderlich eine fiir grofere Aggregate.
Ausgewertet wurden die so ermittelten Flachen der Mono- bis Tetramere hinsichtlich
ihres prozentualen Anteils zueinander. Die Funktion fiir die groferen Aggregate diente
nur als Erginzung damit die Software die Ausgangsdaten zuverléssig nachbilden konn-
te. Berechnet wurden die Flachen (A) tiber die Amplituden (a) und Breiten (dx) der
Gaufs-Funktionen, die von der Software ausgegeben wurden, iiber A = \/% cadx.

4.2.5. Rheologie

Neben den in Tabelle 9 aufgefithrten Systemen wurden die Gele A und B zusétzlich

jeweils einmal ohne innere Phase und einmal ohne innere Phase und ohne Emulgator
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Abbildung 47: Schematische Darstellung des Prozesses zur Gewinnung der wdssrigen
Phase.
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Abbildung 48: Physica MCR 301 Oszillationsrheometer von Anton Paar mit
Kegel-Platte-Geometrie; Durchmesser: 24,982mm; Winkel des Kegels: 1,003°; Mess-
spalt: 48 pm.

untersucht. Die Herstellung erfolgte wie beschrieben im 2 g Mafsstab in einer 10 g Kruke.
Die fertigen Gele wurden schliefslich in 3 ml Spritzen mit Luer-Lok abgefiillt.

Die Messung wurde mittels eines Physica MCR, 301 Oszillationsrheometers von An-
ton Paar durchgefiihrt; vergleiche Abbildung 48 auf Seite 89. Dabei kam eine Kegel-Plat-
te-Geometrie mit einem Durchmesser von 24,982 mm zum Einsatz. Der Winkel des
Kegels betrug 1,003° und der Messspalt 48 pm.

Bei den Messungen sollte das In-vivo-Verhalten moglichst gut nachempfunden wer-
den. Deshalb wurden jeweils ca. 200 ul der Proben durch eine 25 G Kaniile auf die auf
37 °C temperierte Messgeometrie gespritzt. Nach dem Herunterfahren des Kegels wurde
iiberschiissiges Probenmaterial entfernt.

Bestimmt wurde zunéchst der linearviskoelastische Bereich bei einer Frequenz von
1 Hz. Dabei wurde nach einer Temperierungsphase ein Deformationsbereich von 0,01-
100 % dekadisch logarithmisch bei sechs Messpunkten pro Zehnerpotenz durchfahren.
Auf der Basis dieser Daten wurde eine Deformation fiir die folgende frequenzabhéngige
Messung festgelegt. Diese wurde an einer frischen Probe des jeweiligen Gels durchge-
fiithrt, da eine irreversible Destruktion wahrend der ersten Messung nicht auszuschliefsen
war. Dabei wurde ein Frequenzbereich von 0,1-100 Hz ebenfalls dekadisch logarithmisch

und mit finf Messpunkten pro Zehnerpotenz durchfahren.
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Abbildung 49: CT3-4500 TextureAnalyzer von Brookfield/Rheotec Ottendorf-Okrilla,
Deutschland (links); Versuchsaufbau zur Injektionskraftbestimmung (Mitte); dabei aus-
gespritztes Gel (rechts).

4.2.6. Messung der Injektionskraft

Die Injektionskraft wurde mittels des C'T3-4500 TextureAnalyzer von Brookfield-Rheo-
tec, Ottendorf-Okrilla, Deutschland, bestimmt, vgl. Abbildung 49 auf Seite 90 [118-
120]. Dafiir wurden die Gele wie auf Seite 82 beschrieben in einer 10 g Kruke hergestellt
und in eine 3ml Spritze mit Luer-Lok' " von BD, USA, gefiillt. Auf diese wurde eine
25 G Sterican® Kaniile von B. Braun, Deutschland, geschraubt. Anschliefend wurde
die Spritze auf eine 1,5ml Gewindeflasche ND8, VWR, Deutschland, gesteckt (ver-
gleiche Abbildung 49 Mitte). Der Injektionsvorgang wurde mit dem TA25/1000 Auf-
satz, einem Acrylglaszylinder mit einem Durchmesser von 50,8 mm und einer Héhe von
20 mm, durch einfaches Herabfahren durchgefiihrt. Damit der Stempel der Spritze sich
wahrend des Vorgangs durchgéngig im Aktionsbereich des Gerétes befand, wurde die
Gewindeflasche mit der Spritze auf einen massiven Metallblock gestellt. Die Messung
erfolgte bei einer Geschwindigkeit von 0,2 #3*. Dies entspricht bei diesem Spritzentyp
ca. 12 %1 Damit wiirde ein auf diese Weise appliziertes Implantat einer Gréfe von
200 pl knapp 17s dauern. Weitere Parameter waren ein Triggerpunkt von 0,0067 N so-
wie eine Vorlaufgeschwindigkeit von 2 =%, Wihrend der Messung wurden 20 Punkte/s
aufgezeichnet. Ausgewertet wurden die mittleren 200l des gesamten Vorgangs. Dazu

wurden die Messdaten des Bereichs von £1,7mm um den Mittelwert des gesamten
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Weges des Spritzenstempels exportiert. Aus diesem Datensatz an Kréiften wurden der

Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt.

4.2.7. Differenzialkalorimetrie

Fiir die Differenzialkalorimetrie (DSC) wurde die DSC 200 (Netzsch, Selb) genutzt.
Die Heizrate betrug 5 % Die Gele wurden wie ab Seite 82 beschrieben in einer 10 g
Kruke hergestellt. Die wasserfreien Gele entsprachen in Herstellung und Zusammen-
setzung bis auf den Verzicht auf die innere Phase den ausgewahlten Systemen A-D.
Gel A und D bzw. B und C unterschieden sich somit ohne Wasser ausschlieflich im
Gehalt an Cithrol DPHS (2,2% bzw. 4%), da dieser in Bezug auf die Endmasse der
kompletten Systeme konstant und somit vom Anteil an innerer Phase abhéngig war.
Bei den emulgatorfreien Varianten existierte entsprechend kein Unterschied. Zuséatzlich

wurden die reinen Ole als Blindversuch gemessen.

4.2.8. Kernspinresonanz

4.2.8.1. Relaxometrie

Mittels eines Benchtop-NMR-Spektrometers mit 3D-Bildgebungseinheit von Oxford
Instruments, Grofsbritannien, wurden die Ty-Relaxationszeiten (transversale Relaxa-
tion) gemessen. Dafiir wurde die Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Sequenz verwendet und
jeweils 16 Messungen akkumuliert. Der Abstand zwischen diesen Wiederholungen be-
trug 30000 000 ps und es wurden pro Anregungspuls 16 384 Echos im Abstand von 27
bei 7=135ps gemessen. Die Auswertung erfolgte mit WinDXP Version 1.8.1.0 von
Resonance Instruments Ltd, Grofsbritannien. Die Proben wurden, wie auf Seite 82 be-
schrieben, mit bidestilliertem Wasser als innere Phase hergestellt und bei verschiedenen

Temperaturen vermessen.

4.2.8.2. Magnetresonanztomographie

Fiir die Magnetresonanztomographie wurde das gleiche Geréat verwendet wie schon bei
der Messung der Relaxationszeiten. Mit den Parametern tg =24 pus und tg = 5000 ms
sowie 16 Messzyklen zu jeweils 64 Messungen wurden Ts-gewichtete 2D-Tomogramme
aufgenommen. Dadurch wurden die Signale der Protonen des Ols unterdriickt und
das Wasser als heller Kontrast dargestellt. Fiir diese Messung wurden die Gele, wie
auf Seite 82 beschrieben, mit 'H-NMR inaktivem schwerem Wasser als innere Phase
hergestellt und anschliefsend mit normalem bidestilliertem Wasser iiberschichtet. Lage-
rung und Messung erfolgten bei 37 °C. Sobald ein Aufschwimmen der Probe beobachtet

wurde, erfolgte eine Beschwerung des Gels mit Glasperlen.
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4.2.9. Elektronenspinresonanzspektroskopie

4.2.9.1. Spinmarkierung von Rinderserumalbumin

Natives Rinderserumalbumin wurde mit 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-carb-
oxylsdure nach einem modifizierten [109] Syntheseprotokoll zur Markierung von Prote-
inen von Invitrogen spinmarkiert [121]. Dafiir wurden 1000 mg natives Rinderserumal-
bumin in 40 ml Carbonatpuffer mit einem pH-Wert von 8,5 gelést. Anschlieffend wurde
die Losung auf Eis gekiihlt und 60 ml Dimethylsulfoxid langsam zugegeben. 1000 mg
des N-Hydroxysuccinimid-Esters von 2,2,5,5-Tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-3-carboxyl-
sdure wurden in 30 ml Dimethylsulfoxid gelost und langsam bei Raumtemperatur unter
Riihren zur Albuminlosung getropft. Nach 1h Riithren wurden 10 ml einer Hydroxylam-
moniumchloridlésung zugegeben. Diese wurde hergestellt, indem in 5 ml bidestilliertem
Wasser 1050 mg Hydroxylammoniumchlorid gelost, die Losung anschlieffend mit 5 M
Natriumhydroxidlosung auf einen pH-Wert von ca. 8,5 eingestellt und abschlieftend im
Verhéltnis 1:1 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt wurde. Nach erneutem einstiindi-
gem Riihren, wurde zwei Tage gegen 21 einer Mischung aus einem Teil Dimethylsul-
foxid und einem Teil 10 mM Natriumchloridlosung, anschlieffen zwei Tage nur gegen 21
10mM Natriumchloridlésung und ein Tag gegen bidestilliertes Wasser dialysiert. Das
Medium wurde dabei zweimal am Tag gewechselt. Zum Abschluss wurde die Lésung

lyophilisiert.

4.2.9.2. Mobilidtsmessung

Fiir die Untersuchung der Mobilitdt wurde spinmarkiertes Rinderserumalbumin ver-
wendet, wie in Kapitel 4.2.9.1 beschrieben. Es wurden die Gele A—D mit einer Losung
des markierten Rinderserumalbumins in einer Konzentration von 10 2% in PBS mit
einem pH-Wert von 6,8 hergestellt. Diese wurden bei 37°C gelagert und zu ausge-
wéhlten Zeitpunkten im ESR-L-Band-Spektrometer (RadicalScope, Magnettech, Ber-
lin, Deutschland) vermessen. Parallel dazu wurde die reine Losung des Proteins als
Referenz jeweils in unkonservierter und mit 0,02 % Natriumazid konservierter Form
bei 37 °C mitgefiihrt. Dabei wurde ein Messbereich mit einer Breite von 12mT und ei-
ne Modulationsamplitude von 0,1 mT gewéhlt. Die Simulation der Spektren wurde mit
EPRSIM-C Version 6.2 (Laboratory of Biophysics, Jozef Stefean Institute, Ljubljana)
durchgefiihrt.

4.2.9.3. pH-Wert-Messung

Als pH-sensitive Spinsonde kam das 4-Amino-2,2,5,5-tetramethyl-3-imidazolin-1-oxyl-
Radikal (AT) zum Einsatz, dessen Hyperfeinaufspaltung sich in Abhéngigkeit des
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pH-Wertes der Umgebung dndert [122|. Zundchst wurde das Verteilungsverhalten der
Spinsonde zwischen den Olen und wissrigen Phasen mit den pH-Werten 4,0 und 6,1
(pKs) untersucht. Als wéssrige Phase diente dabei PBS welcher mit 0,1 N Salzsdure auf
die jeweiligen pH-Werte eingestellt wurde. Anschliefsend wurden mit den beiden Puffern
eine 2mM AT-Lésungen hergestellt. Jeweils 1 g der Losung und 1g Ol wurden zusam-
men in ein 4 ml Gewindeglédschen gegeben und 24 h im End-over-End-Mischer bei einer
Temperatur von 37 °C und einer Drehgeschwindigkeit von 10 min~! inkubiert. Aus bei-
den Phasen wurde eine Probe gezogen und im ESR X-Band-Spektrometer (MiniScope
MS200, Magnettech, Berlin, Deutschland) iiber 5,882 mT in 60s vermessen. Die Modu-
lationsamplitude betrug 0,1 mT. Die dabei erhaltenen Spektren wurden mittels Easy-
Batch Version 1.2 in einen einspaltigen ASCII-Datensatz mit Kopfdaten iiberfiihrt. Mit
Hilfe von CU2Plot V2.4 (Christian Neidel) wurde eine Basislinienkorrektur durchge-
fithrt und die x-Verschiebungen ausgeglichen, sodass die mittleren Linien iibereinander
liegen. Die Magnetfeldachse wurde dabei in eine relative Achse umgewandelt, die die
Werte als Verschiebung zum By-Feld enthélt. Die Daten wurden in dieser Form in eine
zweispaltige ASCII-Tabelle tiberfiihrt. Diese konnte nun in MagicPlot Student 2.3 (Ma-
gicplot Systems, LLC, St. Petersburg, Russland) geladen werden. Mit dieser Software
konnten die Spektren nun durch eine Uberlagerung von bis zu 12 ersten Ableitungen
von Gaufs-Funktionen {iber eine automatische Minimierung der Abweichung nachge-
bildet werden. Da Amplituden (a) und Breiten (dx) der einzelnen Funktionen von der
Software ausgegeben wurden, konnte fiir jede die jeweilige Intensitéit iiber deren Fla-
che (A) mittels A = \/E -a dz bestimmt werden und schliefslich die Einzelintensitéten
zur Gesamtintensitiat aufaddiert werden. Der Anteil an AT im Ol in % der Gesamt-
461100 - -1 - Faktor berechnet. Die Korrektur anhand

A0]+APBS Gain
der Vorverstarkung (Gain) ist notwendig, da diese der jeweiligen Signalintensitit bei

menge wurde tiber % =

jeder Messung angepasst wurde. Der Faktor dient der Korrektur der unterschiedlichen
Absorption der Mikrowelle durch die jeweilige Probe und betrégt fiir wissrige Systeme
1,00, fiir Erdnussol 0,93 und fiir MCT 0,80.

Um eine Hyperfeinaufspaltung einem pH-Wert zuordnen zu kénnen wurde eine Ka-
librierung durchgefiihrt. Dazu wurde eine 2 mM AT-Lésung in PBS hergestellt und mit
0,1 N Salzsaure bzw. Natronlauge auf pH-Werte 2,6-8,0 eingestellt. Die Proben wur-
den am ESR-L-Band-Spektrometer (RadicalScope, Magnettech, Berlin) {iber 6 mT in
60s mit einer Modulationsamplitude von 0,1 mT vermessen. Die Auswertung erfolgte
wie zuvor. Um die Abstdnde zwischen der ersten und der dritten Linie der Spektren
zu bestimmen wurde mittels MagicPlot Student 2.3 jeweils eine Gaufs-Funktion in die
jeweiligen Linien gelegt. Die Hyperfeinaufspaltung ergab sich durch die halbe Differenz
der von MagicPlot angegebenen x-Verschiebungen der Gaufs-Funktionen (x-Wert des

Maximums der urspriinglichen Gauf-Funktion, xg). Zusétzlich wurden die Spektren
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von AT in MCT sowie Erdnussol, die bereits bei der Bestimmung des Verteilungskoef-
fizienten gewonnen wurden, auf diese Weise ausgewertet.

Die Gele A-D wurden mit einer 2mM Losung von AT in PBS mit einem pH-Wert
von 6,8 hergestellt. Damit war eine Pufferkapazitat vorhanden wie sie auch fiir spéte-
re Losungen von therapeutischen Proteinen vorliegen konnte. Die Proben wurden bei
37°C inkubiert und im ESR-L-Band-Spektrometer (RadicalScope, Magnettech, Berlin)
vermessen. Dabei wurde ein Messbereich mit einer Breite von 6 mT und eine Modula-

tionsamplitude von 0,1 mT gewéhlt. Die Auswertung erfolgte analog der Kalibrierung.

4.2.10. Multispektrale Fluoreszenzbildgebung

4.2.10.1. Theoretische Grundlagen

Fiir die multispektrale Fluoreszenzbildgebung wurde sowohl fiir die In-vitro- als auch
die In-vivo-Versuche das ,Maestro'  in vivo imaging system“ von Cambridge Research
& Instrumentation, Inc. (CRi) verwendet. Dieses besteht aus einer Xenonlampe, deren
weiles Licht zunéchst iiber einen Bandpassfarbfilter auf den gewiinschten Wellenléan-
genbreich reduziert wird. Das nun farbige Licht wird iiber Glasfaserleitungen in eine
Dunkelkammer geleitet und strahlt dort auf das zu untersuchende Objekt. Das emittier-
te Licht wird durch einen Langpassfilter von iiberlagertem eingestrahltem Licht befreit.
Bandpassextinktionsfilter und Langpassemissionsfilter ergeben zusammen den Filter-
satz, wovon sechs verschiedene — blau, griin, gelb, rot, tiefrot und nahinfrarot (NIR) —
zur Verfiigung stehen. Die Selektion der gewiinschten einzelnen Wellenlangen erfolgt an-
schlieffend durch einen variablen Fliissigkristallfilter. Die Intensitéat des durchtretenden
Lichtes wird durch eine digitale Monochromkamera detektiert. Durch das Aufzeichnen
von mehreren Wellenldngen ist fiir jeden Bildpunkt das jeweilige Emissionsspektrum
rekonstruierbar [123].

Zusatzlich ist das Gerédt mit einer Narkosevorrichtung ausgestattet. Diese besteht
aus einer Narkosemaske, iiber welche die Tiere sowohl mit Narkosegas — in diesem Fall
Isofluran und Sauerstoff — beatmet werden als auch {iberschiissiges und verbrauchtes
Narkosegas abgesaugt werden konnen. Diese ist an eine Heizplatte angebracht, welche
auf 37°C temperiert ist und die Tiere vor einer Unterkiihlung schiitzt. Somit kénnen
diese auch iiber einen langeren Zeitraum beobachtet werden [124].

Nach erfolgter Datenerfassung ist es mit der Maestro' -Software (Version 2.10) mog-
lich, verschiedene iiberlagerte Emissionsspektren iiber einen mathematischen Algorith-
mus zu trennen, zu lokalisieren und getrennt quantitativ zu analysieren. Neben den

Intensitatsverhéltnissen lassen sich auch spektrale Verdnderungen feststellen [115].
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4.2.10.2. In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen

Entwicklung eines In-vitro-Freisetzungsmodells

Wahrend der Entwicklung des Freisetzungsmodells kamen verschiedene Hyaluronan-
gele zum Einsatz. Sofern nicht anders beschrieben, wurde eine Konzentration von 3 %
Hyaluronan-Natrium verwendet. Die Fluoreszenzfarbstoffe kamen mit Konzentrationen
von 70 ' bei den Albuminen und 2 28 beim Methylenblau zum Einsatz. Die Herstel-
lung erfolgt durch einfaches Losen der Bestandteile in PBS mit einem pH-Wert von 6,8
aus bidestilliertem Wasser. Die entstandenen Gele wurden in die Probenkammern der
verschiedenen Modelle gefiillt und mit einer Dialysemembran abgedeckt. Die Messung
erfolgte im ,,MaestroTM in vivo imaging system“ unter Verwendung des gelben Filter-
satzes fiir Methylenblau und ALEXA Fluor® 647-BSA sowie des roten Filtersatzes
bei ALEXA Fluor® 680-BSA. Fiir die Messung wurden die verschiedenen Prototypen
des Modells mit den Gelen befiillt, anschliefend mit einer Dialysemembran bedeckt,
verschlossen und in das Freisetzungsmedium gelegt. In vorher festgelegten Zeitabstén-
den wurde das System aus dem Medium entnommen und in der Messkammer des
,,MaestroTM in vivo imaging systems” platziert. Bei der finalen Bauart wurde der Block
mit der Unterseite nach oben in den Messraum gelegt. Es wurde grundséatzlich mit
einer automatisch ermittelten Belichtungszeit gemessen. Anschliefsend wurde die Fluo-
reszenzintensitiat pro Sekunde Belichtungszeit fiir jede einzelne Kammer eines Blockes

bestimmt.

In-vitro-Freisetzungsuntersuchung mittels des entwickelten Modells

Die Freisetzungsuntersuchungen der ausgewéhlten Lipogele erfolgten mittels des eigens
entwickelten Modells und wurden in phosphatgepufferter Saline (Ph. Eur.) mit einem
pH-Wert von 6,8 als Medium bei 37°C durchgefiihrt. Die Gele wurden mit der in
Tabelle 9 auf Seite 83 beschriebenen Zusammensetzung hergestellt. Als wéssrige Phase
diente eine ALEXA Fluor® 680-BSA Losung mit einer Konzentration von 70 B in PBS
mit einem pH-Wert von 6,8 aus bidestilliertem Wasser. Der Ablauf entsprach dem der
Testfreisetzung aus dem Prototyp der finalen Bauart. Der einzige Unterschied war
die Verwendung eines PET-Netzes zur Abdeckung der Probenkammern anstelle einer

Dialysemembran. Auf Zusédtze im Medium wurde verzichtet.

4.2.10.3. In-vivo-Freisetzungsuntersuchungen

Die Préparation der Systeme erfolgte wie in Tabelle 9 auf Seite 83 dargestellt. Als
wissrige Phase wurde eine ALEXA Fluor® 680-BSA-Lésung in bidestilliertem Wasser
mit einer Konzentration von 70 2 verwendet. Als Tiermodell dienten sechs weibliche
SKH-1 Nacktmé&use, um die Storung der Messung durch Behaarung auf ein Minimum

zu reduzieren. Die Tiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Den Mausen in ,Kéfig 1¢
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wurde links Gel A und rechts Gel B appliziert. In ,Kéfig 2 wurden Gel C (links) und
Gel D (rechts) untersucht. Die Tiere innerhalb eines Kéfigs wurden ebenfalls num-
meriert (Maus 1-3) und durch Markierungen im Ohr unterschieden. Es erfolgte eine
subkutane Injektion von ca. 200 jl jeweils an die Innenseiten der beiden Hinterbeine im
Bereich des Oberschenkelansatzes. Somit konnten pro Maus je zwei Proben untersucht
werden, wodurch die Anzahl der Versuchstiere minimiert werden konnte. Die Messung
erfolgte, wie schon die Applikation, unter Isoflurannarkose in Riickenlage. Anschliefend
wurde das Gesamtfluoreszenzspektrum in seine Bestandteile — Hintergrund-, Maus- und
Farbstoffspektrum — zerlegt und die Intensitéit des zum ALEXA Fluor® 680 gehérenden
Anteils im Bereich der Implantate pro Sekunde Belichtungszeit quantifiziert. Zusétzlich

wurden Monochromaufnahmen unter Weiklicht gemacht.
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A. Abkurzungsverzeichnis
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Elektronenspinresonanz

Food and Drug Administration; US-amerikanische Aufsichtsbehorde
12-Hydroxystearinséaure

[sopropylmyristat

Jojobadl

Mittelkettige Triglyceride

Magnetresonanztomographie

N-Hydroxysuccinimid

N-Methylpyrrolidon

Kernspinresonanz

Phosphatgepufferte Salzlosung

Polycaprolacton

3-Carbamoyl-2,2.5 5-tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl-Radikal

Polyethylenglykol, Macrogol
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pH Negativer dekadischer Logarithmus der Protonenaktivitat
PLA Polymilchsaure

PLGA Poly (milchséure-co-glykolsdure)

rhBMP-2 Rekombinantes humanes knochenmorphogenetisches Protein 2

RNA Ribonukleinsaure
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