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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nanopartikulare Systeme fir die perorale Anwendung

Nanopartikel (NP) stehen nach jahrelanger Forschung unvermindert im Fokus der Wissen-
schaft, welches an der stetig wachsenden Anzahl von fachspezifischen sowie popularwis-
senschatftlichen Veroffentlichungen zu erkennen ist. Im pharmazeutischen Bereich ist spezi-
ell die perorale (p.o.) Applikation von NP von besonderem Interesse. Der p.o. Weg bietet im
Vergleich zu anderen Applikationsarten durch die Einfachheit der Anwendung und die Ver-
meidung der Schmerzeinwirkung eine grol3e Patientenakzeptanz und damit einhergehend
eine gesteigerte Therapietreue bei Patienten. Problematisch erweist sich eine verminderte
Arzneistoffaufnahme aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT) durch die geringe orale Bioverflig-
barkeit der Arzneistoffe, wenn diese eine schlechte Wasserloslichkeit aufweisen und somit
nach dem Biopharmazeutischen Klassifizierungssystem den Klassen 2 oder 4 angehéren [1].
Aufgrund dessen kann es zur Ausfallung des Wirkstoffes im GIT kommen, welche durch ge-
Zielte galenische Formulierungen vermindert werden kann. Der Hauptanteil, der in den letz-
ten Jahren untersuchten Wirkstoffkandidaten fir die p.o. Therapie besitzt eine schlechte
Wasserloslichkeit [2]. Diese Stoffe bestehen aus komplexen chemischen Strukturen, welche
mittels Hochdurchsatz-Screening (High-Throughput-Screening) entwickelt werden [3]. Dieses
Verfahren flhrt zu weniger wasserldslichen Profilen fur die Wirkstoffkandidaten [2]. Als Folge
stehen nanopartikuléare lipidbasierte Arzneistofftragersysteme (Lipid Based Drug Delivery
Systems, LBDDS) wie Nanoemulsionen, Liposomen, Mikroemulsionen, Nanokapseln und
selbst emulgierende Systeme vermehrt im Fokus, welche dem Lipidverdau im GIT unterlie-
gen und inkorporierte schwerldsliche Arzneistoffe vor der Prazipitation im GIT schitzen kon-
nen. Die Bioverfugbarkeit dieser Arzneistoffe kann durch die Anwendung von LBDDS erheb-
lich gesteigert werden [4]. Fir Polymer-NP wird hingegen eine erhdhte Stabilitat im GIT und
ein Schutz fur die inkorporierten Arzneistoffe wie séurelabile Proteine angenommen [5]. Eine
Aufnahme der intakten Partikel und eine damit einhergehende Steigerung der Bioverflgbar-
keit der inkorporierten Stoffe ist in der Literatur sowohl Gegenstand intensiver Forschung als
auch Diskussionen [6-10]. Fir ein zielgerichtetes Entwickeln von NP ist es essentiell, das
Verhalten der NP im GIT nach p. o. Applikation sowie die Einflisse des GIT auf die Formulie-
rung zu kennen. Hierbei stellen in vitro Tests ein wichtiges Hilfsmittel dar, welche die Basis
fur in vivo Tests sind und diese bei guter Korrelation wegen der einfachen Handhabung, Kos-
teneffizienz und zur Reduzierung von Tierversuchen ersetzen kénnen. Neben weiterfiihren-
den Untersuchungen und kritischer Betrachtung zum Einfluss des GIT auf p.o. applizierte
Formulierungen ist es ebenso notwendig, Tests bestmoglich an das physiologische Gesche-

hen anzupassen und diese stetig zu evaluieren und zu optimieren.
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1.2 Physiologische Grundlagen des Lipidverdaus und der Lipid-
nanopartikel im Gastrointestinaltrakt

Voraussetzung fur pradiktive in vitro Untersuchungen ist die Kenntnis der physiologischen
Ablaufe im GIT. Zur Untersuchung der vorherrschenden Bedingungen stehen heute Mess-
systeme wie die Heidelberger Kapsel [11] oder SmartPill® [12] zur Verfiigung. Diese speziel-
len Sensoren nehmen Parameter wie z.B. pH-Werte, vorherrschende Druckschwankungen,
Transitzeiten sowie Temperatur kontinuierlich auf und ermoglichen ein detailliertes Wissen
tber den GIT. Zusétzlich wurden stetig Studien Uber die Zusammensetzung der intestinalen
Flussigkeiten sowie tber den Ablauf des Verdaus unternommen [13, 14].

Dieser beginnt mit der Zerkleinerung der Nahrung und dem Mischen mit Saliva im Mund [15].
Die in anderen Saugetierarten (Ratten und Mausen) vorkommende linguale Lipase ist im
erwachsenen Menschen nicht vorhanden [14]. Im Magen wird die Nahrung mit dem Magen-
saft vermischt, welcher hauptsachlich aus Salzsaure, Bicarbonaten, Mucin, Pepsinogen als
Vorstufe des Pepsins sowie der gastrischen Lipase besteht [15]. Auch ein geringer Anteil an
Gallensalzen ist gegenwartig, welche durch den duodenalen Reflux in den Magen gelangen
[15]. Der Fettverdau beginnt bereits im Magen durch die gastrische Lipase [16], deren Sekre-
tion durch die p.o. Gabe von Lipiden stimuliert wird [17]. Diese ist besonders stabil bei sau-
ren pH-Werten und weist eine maximale Aktivitat bei pH 5-5,4 auf [14].

Aufgrund der Hemmung des Enzyms durch entstehende freie Fettsauren verlauft die Hydro-
lyse im Magen zu einem maximalen Prozentsatz von 25 % des moglichen Gesamtverdaus
der Lipide [14]. Die verbleibenden Fette sowie deren Abbauprodukte unterliegen den gastri-
schen Scherkraften und werden grob emulgiert, wobei besonders die Antrummiuhle eine
zentrale Rolle bei der Homogenisierung des Nahrungsbreies tbernimmt [15]. Im Diunndarm
erfolgt die Sekretion der Gallen- und Pankreassafte zu dem Chymus (Abb. 1). Die
Kontraktion der Gallenblase sowie der pankreatische Zufluss alternieren mit der Entleerung
des Chymus aus dem Magen, um ein effektives Mischen von Fetten, Gallensalzen und En-
zymen zu gewahrleisten [18]. Die hauptséchlichen Bestandteile der Gallenflissigkeit sind
Wasser, Bicarbonate, Gallensalze, Cholesterol und Phospholipide, wobei die letzten drei in
Form von Mischmizellen in den Dinndarm sezerniert werden [17]. Die Gallensalze werden in
der Leber aus Cholesterol synthetisiert und in der Gallenblase bis zur Sezernierung gelagert
[19].

Am haufigsten sind die Gallensalze Cholat, Chenodeoxicholat und Deoxicholat im Menschen
vorhanden, welche mit Glycin (75 %) und mit Taurin (25 %) konjugiert sind [19]. Das wich-
tigste Enzym fur den Fettverdau ist die Pankreaslipase, die durch intestinale Hormone
(Cholecystokinin, Sekretin) und indirekt tGber freie Fettsauren stimuliert wird [14]. Das Aktivi-

tatsmaximum der Pankreaslipase liegt bei pH-Werten zwischen 7,0-7,5 [14]. Fur den Beginn

2



Einleitung

des Verdauprozesses ist die Anlagerung des Enzyms an die Grenzflache zwischen der
wassrigen Umgebung und der Lipidoberflache (Lipid-Wasser-Grenze; LWG) essentiell. Die
ebenfalls im Pankreassaft sezernierte Colipase agiert in einem Verhaltnis von 1:1 mit der
Lipase als Cofaktor [14]. Als regioselektives Enzym spaltet die Lipase bei Triglyceriden zwei
Fettsduren in der sn-1 und sn-3 Position ab [14], wobei aufgrund der sterischen Hinderung
ein 2-Monoacylglycerid (MAG) verbleibt [20].
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Abb. 1 Intestinaler Abbau von arzneistoffhaltigen, nanoskaligen Lipidformulierungen im oberen Dinn-
darm.

Die Lipolyseprodukte (MAG und freie Fettsauren) besitzen einen amphiphilen Charakter und
akkumulieren aufgrund dessen an der Grenzflache, welches zur Hemmung der Lipolyse fuhrt
[21]. Die Inhibition tritt besonders bei langkettigen Verdauprodukten durch deren geringe
Wasserléslichkeit auf (10° M bei mittelkettigen Fettsduren im Vergleich zu 107 M bei lang-
kettigen Fettsauren [22, 23]). Der stetige Abtransport der Produkte ist fir den weiterflihren-
den Abbau der Lipide essentiell. Dieser findet durch die Verdrangung der freien Fettsduren
und MAG durch die Gallensalze an der LWG statt [21], wobei diese zusammen mit den Gal-
lensalzen, Phospholipiden und Cholesterol zu Mischmizellen solubilisiert werden [24]. Der
Abtransport an der Grenzflache erfolgt liber verschiedene flissigkristalline Strukturen, die
sich je nach Zusammensetzung der verdauten Lipidpartikel unterscheiden kdnnen.
Ausfihrliche Studien wurden hierbei von Kossena et al. [25], Fatouros et al. [26] und Kleberg
et al. [27] durchgefiihrt. Eine hohe Spezifitat weist die Pankreaslipase fur Triglyceride und
Diglyceride auf [24]. Aufgrund der Wirkung an der LWG tritt nur eine geringe Aktivitat bei

MAG auf, welche in Mischmizellen abtransportiert werden [24].
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Neben der Lipase sind weitere Enzyme im Pankreassaft enthalten. Die Phosphatidylcholin-2-
acylhydrolase (PLA2) hydrolysiert hauptsachlich Glycerolphospholipide zu freien Fettsduren
und sn-1-Lysophospholipid [14]. Die weiterhin enthaltene Carboxylesterhydrolase (CEH,
Cholesterase) ist eine nicht spezifische Esterase mit breiter Substratspezifitat [20]. Sowohl
Phospholipide, Cholesterolester, diverse Acylglycerole und weitere Ester (z. B. Vitaminester)
sowie Lysophospholipide und 2-MAG werden von der CEH hydrolysiert [14, 20]. Diese kom-
biniert die Eigenschaften von Esterasen, die in wassriger Umgebung agieren, mit denen von
Lipasen, deren Wirkort an wasserunldslichen Lipidsubstraten ist [14].

Weitere Enzyme sind die im Pankreas produzierten Proteine PLRP1, welches keine lipolyti-
sche Aktivitat zeigt und deren Funktion nach bisherigen Erkenntnissen unbekannt ist [28],
und das PLRP2, welches gleichfalls zur CEH eine breite Substratspezifitat (z. B. Triglyceride,
Phospholipide, Galactolipide, Vitaminester [28]) aufweist und bevorzugt bei Substraten, die

kleine Monomere oder Aggregate wie Mizellen bilden, agiert [14].

. Mischmizelle
Arzneistoff Mizelle ‘
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A o

Abb. 2 Aufnahme von Arzneistoffmolekilen sowie Abbauprodukte der Lipidformulierung im Dinn-
darm.

Die fluide Bulkphase mit dem Chymus ist im Dinndarm von den Enterozyten durch eine
schwer durchmischbare Wasserschicht (USWL, Unstirred Water Layer) getrennt (Abb. 2)
[17]. Diese Schicht bildet zusammen mit dem intestinalen Mukus eine Barriere, die die Fette
und NP fir die Aufnahme in den Korper Uberwinden missen [17]. Die Fette und deren Ver-
dauprodukte weisen eine geringe Ldslichkeit auf, wodurch diese hauptsachlich in Form von
Vesikeln und Mizellen durch die Wasserschicht zu der Oberflache der Enterozyten transpor-
tiert werden [17]. Nach der Freigabe der lipophilen Molekiile kénnen diese passiv sowie aktiv
carriervermittelt in die Enterozyten aufgenommen werden. [17].

Die Erh6ohung der Bioverfigbarkeit der Arzneistoffe durch LBDDS beruht auf der Unterstiit-
zung des Verdaus durch die zugefiihrten Lipide, da diese selbst bzw. deren Verdauprodukte
verschiedene mizellare Strukturen in Verbindung mit Gallensalzen und Phospholipiden bil-

den und einer Pré&zipitation des Arzneistoffes vorbeugen und infolge dessen die Aufnahme in
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die Zellen steigern kénnen [29]. Einhergehend wird eine Minimierung des Food-Effektes er-
reicht [4, 30, 31]. Ebenso wird eine Erhthung des lymphatischen Transportes des Arzneistof-
fes mit der Gabe der LBDDS verbunden [17, 29]. Der weitere Transport der Lipidabbaupro-
dukte und der solubilisierten Arzneistoffe wurde ebenfalls intensiv untersucht. Genauere Be-
schreibungen sind bei Porter et al. nachzulesen [17].

1.3 Aufnahme von polymeren Nanopartikeln aus dem Gastro-
intestinaltrakt

Neben den Lipid-NP wird den Polymer-NP ebenfalls eine Erhdhung der inkorporierten Arz-
neistoffe zugeschrieben, welche im Gegensatz zu den LBDDS auf eine erhthte gastrointes-
tinale Stabilitdt sowie Aufnahme der intakten NP zuriickgefuhrt wird. Hierbei ist besonders
die Uberwindung der zellnahen Mukusbarriere sowie die Passage iiber die Darmzellen von
besonderem Interesse (Abb. 3). Im Dinndarm befinden sich hauptsachlich Enterozyten und
Becherzellen, welche die Nahrstoffe aus dem Chymus aufnehmen (Enterozyten) und Mukus
(Becherzellen) produzieren [6]. Diese sind mit dem follikelassoziiertem Epithel, den Peyer-
Plagues (PP), durchsetzt, welches als lymphatische Region M-Zellen enthalt, die eine we-
sentlich geringere Schicht Mukus aufweisen [8, 32] und eine flachere Oberflache als die

Enterozyten besitzen [33].

Arzneistoff
Polymernanopartikel

Mischmizelle Liposom
‘ Mizelle

~ Lose Mukusschicht

vy e e T B Bl g B Festanhaftende
L & B —_—__Q\_— o @ - ==~ T-77- -7 [ Mukusschicht und USWL
L [} ’ [ £, i | » . . .
(] A p rEpithelschicht
- Systemischer Kreislauf
Enterozyten Becherzelle M-Zelle

Abb. 3 Aufnahmemechanismen bei arzneistoffhaltigen polymeren NP aus dem Diunndarm mittels des
transzelllularen Transportweges durch Enterozyten und M-Zellen.

Der Mukus ist ein komplexes Hydrogel, welches aus verschiedenen Proteinen (zum Hauptteil
aus Mucin), Kohlenhydraten, Lipiden, Salzen und Antikdrpern sowie Bakterien besteht [32].

Die Mukusschicht wird in eine festanhaftende Schicht nahe der Darmwand und eine lose
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diffuse Mukusschicht unterteilt, die den Transport unverdauter Nahrungsbestandteile durch
die Darmpassage unterstitzt [32]. Die Starke der Schichten variiert im GIT und ist im Magen
als Saureschutz und im Colon zum Schutz vor den Bakterien am grof3ten [32].

Die intakten NP haben fur die systemische Aufnahme aufgrund der Gré3e und der Zusam-
mensetzung den Mukus als zusatzliche Barriere zu tiberwinden. Die Interaktionen der NP mit
diesem konnen durch ein Haften bzw. Verbleiben im Mukus, im Speziellen in der losen
Schicht, zu einer schnellen Elimination der Partikel fihren und einer Aufnahme entgegenwir-
ken. Die verbleibende Zeit im GIT ist in diesem Fall von der physiologischen Erneuerung des
Mukus abhangig [5]. Eine erschwerte Aufnahme findet im entziindeten Gewebe, wie bei
chronischen Darmerkrankungen, durch die erhéhte Produktion des Mukus statt [34].

Nach dem Durchdringen der Mukusschicht muss die zellulare Ebene als Barriereschicht
Uberwunden werden [35]. Nach der Adhasion an die Darmwand kann der enthaltene Arz-
neistoff direkt zur Aufnahme freigegeben werden [35]. Die Aufnahme der Partikel selbst kann
parazellular und transzellular erfolgen, wobei der parazellulare Weg aufgrund der Grol3e der
Partikel eine untergeordnete Rolle spielt [36]. Der transzellulare Weg kann sowohl bei
Enterozyten als auch bei M-Zellen stattfinden, wobei in der Mehrzahl der Verdéffentlichungen
eine simultanes Auftreten von unterschiedlichen Aufnahmemechanismen beschrieben wird
[8]. Der Aufnahmemechanismus der NP scheint in Abhangigkeit zur Oberflachenmodifikation
und der Grol3e zu stehen [8]. AnschlieRend an die intestinale Aufnahme erfolgt ein Erschei-
nen der NP im Blutkreislauf durch den direkten Transport in die Blutkapillaren bei Enterozy-
tenaufnahme oder tUber den im Ductus thoracicus bei lymphatischer Aufnahme [8].

1.4 Der Pankreatin-Lipolysetest mittels pH-stat Modell

Je nach Zusammensetzung der nanopartikuldren Formulierung kann diese einem Abbau
durch gastrointestinale Enzyme unterliegen. Zur Bewertung der Vorgange im GIT wurde in
den letzten Jahrzehnten der Pankreatin-Lipolyse-Test entwickelt, welcher zur Simulation des
menschlichen Verdaus angewendet wird. Der Test wurde als Alternative zu den oft kostspie-
ligen und teilweise risikobehafteten in vivo Studien in Tieren oder im Menschen entwickelt.
Obwohl die experimentellen Details zwischen den Arbeitsgruppen variieren, sind die Theorie
und das angewendete Prinzip gleichbleibend [29] und kénnen durch gute
in vitro-in vivo-Korrelationen dazu beitragen, die in vivo Situation besser einzuschatzen [37,
38]. Eingehende Untersuchungen des in vitro Lipolysetests zu den Vorgangen wahrend des
enzymatischen Abbaus wurden beispielsweise mit Elektronenspinresonanz [39], Cryo-
Transmissionselektronenmikroskopie [26], Grdlenausschlusschromatographie [40], Ront-
genkleinwinkelstreuung [41], Gaschromatographie (GC) [42] und Hochleistungsdiinnschicht-

chromatographie (HPTLC) [43-45] vorgenommen.
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Die pH-stat Methode wird aufgrund der schnellen, unkomplizierten Handhabung und der kon-
tinuierlichen Kontrolle des Fettverdaus meist bevorzugt. Durch den enzymatischen Verdau
entstehen freie (Fett-) S&uren, welche den pH-Wert des Testmediums senken. Die Methode
beruht auf der Aufrechterhaltung des standig sinkenden pH-Wertes durch die Titration mit
NaOH-MalR3losung Uber den Testzeitraum. Die Transitzeit von Formulierungen durch den
Dunndarm betragt zwischen 3-4 Stunden [46], weshalb mindestens 2 h fur den Simulations-
test der oberen Dunndarmabschnitte ausgewahlt werden. Voraussetzung fiur die Imitation
des menschlichen GIT ist die Verwendung biorelevanter Medien. Die als Standard-Tests des
Europaischen und U.S. Arzneibuches (EAB und USP) aufgefiihrten wassrigen Pufferlésun-
gen spiegeln nur eingeschrankt die physiologischen Bedingungen, physikochemischen Ei-
genschaften (Osmolaritat, lonenstarke, Viskositat und Oberflachenspannung) [47] und Zu-
sammensetzung der Verdauséafte wider. Zur Untersuchung nahrungsmittelabhéngiger Zu-
stande wurden die Medien FaSSIF (fasted state simulating fluid) und FeSSIF (fed state simu-
lating fluid), die den nlichternen und fettreichen Nahrungszustand simulieren sollen, entwi-
ckelt.

Als wichtigstes Enzym wird die Pankreaslipase verwendet, die aus unterschiedlichen Quellen
gewonnen werden kann. Neben der isolierten Lipase wird das Enzymgemisch des Pankrea-
tinextraktes von Schweinen als Quelle fur die Simulation des menschlichen Pankreas ver-
wendet. Dieser enthdlt alle Enzyme, die vom Pankreas sezerniert werden [20] und weist ver-
gleichbare Eigenschaften zu den humanen Pankreasséften auf [14].

Der Vorteil von den verwendeten Gemischen besteht in der natirlichen Zusammensetzun-
gen der Enzyme und der bereits enthaltenen PLA2 [14] und CEH sowie Colipase, die an-
dernfalls separat zugesetzt werden muss [28]. Durch die breitere Substratspezifitat des Ge-
misches besteht die Moglichkeit, den Verdau zusatzlicher Formulierungsbestandteile zu be-
trachten.

Als weitere Komponente der biorelevanten Medien sind die Gallensalze essentiell fur die
Solubilisierung der Verdauprodukte. Statt der Reinstoffe kbnnen ebenfalls Gemische von
Schweine- oder Rinderursprung verwendet werden, welche die physiologische Situation
besser imitieren [38]. Die Gallenextrakte aus Schweinegalle enthalten hauptsachlich mit Gly-
cin konjugierte Gallensauren und sind hinsichtlich der Konjugation mit den menschlichen
Gallensalzen vergleichbar [20].

Im nichternen Zustand befinden sich 2-6 mmol/l Gallensalze und geringe Konzentrationen
an Phospholipiden (0,19-0,26 mmol/l) in dem humanen intestinalen Chymus [48]. Im nah-
rungsmittelreichen Zustand erhéhen sich diese auf durchschnittlich 15 mmol/l Gallensalze
und 3 mmol/l Phospholipide [48]. Daher werden zur Bildung von Mischmizellen in vitro die
Gallensalze zu Phospholipiden in dem Verhdltnis von 4:1 [20, 49-51] bzw. 5:1 [26, 52] ein-

gesetzt.
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Weitere Bestandteile zur Einstellung der physiologischen Werte sind Natriumchlorid und Cal-
ciumchlorid. In vivo werden die Verdauprodukte von im Besonderen langkettigen Lipidformu-
lierungen, welche zur Hemmung der Lipase fuhren kdnnen, von Mischmizellen solubilisiert
und im Weiteren aufgenommen. In vitro unterstiitzen die Calciumionen zusammen mit den
Mischmizellen das Gleichgewicht zur Bereinigung der LWG durch die Entfernung freier
hemmender Fettsduren unter der Bildung von schwerléslichen Calciumseifen, womit die Ab-
sorption in vivo imitiert wird [20]. Die Calciumzugabe kann hierbei anfanglich [37, 49, 50, 53]
oder kontinuierlich erfolgen [51, 52].

Die pH-stat Methode zeigt bei der Gegentitration der (Fett-) Sauren auch Probleme auf, die
zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse fuhren kénnen. Durch den enzymatischen Abbau
weiterer Verdaumediumbestandteile wie z. B. Gallensalze, Lecithin und durch nicht enzyma-
tische Hydrolyseprozesse kdénnen erhohte Ergebnisse entstehen. Um diese zu vermeiden,
muss zusatzlich ein Blindwert aufgenommen werden, der diese Prozesse berlicksichtigt. Der
Blindwert ist aufgrund der Zusammensetzung von FaSSIF und FeSSIF unterschiedlich und
muss jeweils fur das entsprechende Medium separat bestimmt werden. Im Allgemeinen ist
ein héherer Wert fir FeSSIF zu erwarten, da hier ein héherer Anteil an Mischmizellen vor-
liegt [54].

Weiterhin besteht die Moglichkeit einer Fehleinschéatzung der Ergebnisse durch zu geringe
Werte. Dieses Beobachtung tritt bei unvollstandiger Titration der freien (Fett-) Sauren auf,
wenn die pH-stat Methode bei einem pH-Wert nahe oder unterhalb des pKs-Wertes der ent-
sprechenden (Fett-) Saure durchgefiihrt wird oder die (Fett-) S&ure nicht in wassriger Umge-
bung vorliegt und somit der Titration nicht zuganglich ist [54].

Zur quantitativen Titration missen die (Fett-) Sduren dissoziiert vorliegen. Das Verhaltnis der
Dissoziation der entstehenden (Fett-) Saure wird durch die Henderson-Hasselbalch-
Gleichung wiedergegeben (Gleichung (1)).

A
pH = pKs+ Logo % (1)

Die Formel beriicksichtigt den Grad der Protonierung in Abhéngigkeit zur Saurekonstanten
(pKs-Wert). Am pKs-Wert besteht die gleiche Verteilung von protonierten zu deprotonierten
Komponenten, weshalb bei der Durchfiihrung der pH-stat Methode an diesem pH-Wert an-
nahernd 50 % der entstandenen S&uren detektiert werden. Bei der Durchfiihrung mit einem
um 1 héheren pH-Wert sinkt der Fehler auf 10 %, bei zwei Einheiten auf 1 % [54].

Die Gleichung dient zur Verdeutlichung des Einflusses des pH-Wertes bei dem Verdautest.
Die Einteilung der freien Fettsauren kann anhand der Anzahl an C-Atomen in kurzkettig (un-
ter 5 C-Atomen), mittelkettig (6-12 C-Atome) und langkettig (iber 12 C-Atome) erfolgen [30].

Small und Mitarbeiter geben den pKs-Wert kurzkettiger Fettsauren mit 4,8 in Wasser (30 °C)
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an [55]. Bestatigt wird die resultierende gute Wasserloslichkeit durch Kanicky et al. [56].
Ebenso erreichen mittelkettige Verdauprodukte, welche verhaltnismafig hydrophil sind,
schnell die wassrige Phase [24] und zeigen eine geringe Abhangigkeit von der mizellaren
Solubilisierung [57]. Bei dem Verdau von langkettigen Formulierungsbestandteilen wird der
Einfluss des pKs-Wertes deutlich, da dieser hohere Werte als der verwendete pH-Wert der
pH-stat Methode besitzen kann. Die Literaturangaben der pKs-Werte von langkettigen Fett-
sauren schwanken von 4-10 (Tab. 1).

Eine Abhangigkeit des pKs-Wertes konnte in Zusammenhang mit der Gallensalzkonzentrati-
on [58], der Calciumzugabe [51, 59], durch das Vorhandensein von Mischmizellen [60] sowie
von der Kettenlange der Lipide [56] und der mdglichen Bindungen an zuséatzliche Stoffe (z. B.
Albumin) bzw. aufgrund von Oberflachenmaodifikationen festgestellt werden [55]. Ebenso ist
die Struktur der LWG, die Zusammensetzung des wassrigen Mediums sowie die lonenstarke

und die Oberflachenladung entscheidend [61].

Tab. 1 pKs-Werte langkettiger Fettsduren in der Literatur.

Fettsaure pKs Umgebung/Zusatze Referenz
Myristinsaure 8,1-8,2 [56]
Palmitinsaure 8,6-8,8 [56]
Stearinsaure 10,15 [62]
Olsaure 9,85 [62]
4,2 an Albumin gebunden [55]

7,5 in Lecithinvesikeln [55]

8,0-8,5 [63]

Linolsaure 9,24 [62]
Linolensaure 8,28 [62]

Unter der Betrachtung der vielfaltigen Einflisse ergibt sich besonders bei langkettigen Fett-
sauren die Problematik der unvollstdndigen Titration bei der pH-stat Methode. Durch die
Komplexitdt des Mediums (Gegenwart von Enzymen, Hydrolyseprodukten, Mischmizellen
und Vesikeln) kann keine verlassliche Aussage uber den pKs-Wert der zu titrierenden Fett-
sauren vorgenommen werden, wodurch bei der nicht vollstandigen Dissoziation langkettiger
Fettsauren die Mdglichkeit der Fehlinterpretation bei dem Verdau der entsprechenden For-
mulierung besteht.

Eine ausreichende Erfassung ist nur bei h6heren pH-Werten zu gewahrleisten. Die pH-Werte
im menschlichen Dinndarm liegen in pH-Bereichen von 6,0-7,5 und 5,0-6,6 im niichternen

und fettreichen Zustand [20] und die Aktivitat der verwendetet Lipase weist einen pH-Bereich
9
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von 6,5-8 [20] auf. Der verwendete pH-Wert bei der pH-stat Methode stellt infolge dessen
einen Kompromiss zwischen den physiologischen Werten und dem Aktivitatsbereich der
Lipase dar. Eine Titration in pH-Bereichen tiber 7 bzw. 8 entspricht nicht den physiologischen
Bedingungen.

Zur Erfassung nicht dissoziierter Fett- (Sauren) findet die sogenannte Rucktitration (Back-
titration) Anwendung, bei welcher der pH-Wert nach Beendigung des Experiments schnell
angehoben wird. Der Begriff ist im engeren Sinne falsch gewahlt, da es sich durch die feh-
lende Zugabe weiterer Komponenten um keine eigentliche Ricktitration handelt [20].

Unter Anwendung der Rucktitration wird oftmals der pH-Wert von 9 als Referenzwert ange-
nommen [24, 28, 64, 65], obwohl, wie in Tab. 1 aufgezeigt, die Mdglichkeit von hdheren
pKs-Werten als 10 bei langkettigen Fettsduren besteht.

Aufgrund der verbreiteten Anwendung des Pankreatin-Verdautests bei LBDDS ist es zur
Optimierung der Formulierungsentwicklung erforderlich, den in vitro Test einer standigen
Evaluation, im Speziellen im Hinblick auf langkettige Formulierungsbestandteile, zu unterzie-
hen. Insofern gilt es den Pankreatin-Verdautest bei langkettigen Formulierungen sowie die
Methodik der Rucktitration mit einer zweiten dissoziationsunabhangigen Methode zu Uber-

prufen.

1.5 Feste Lipidnanopartikel fur die perorale Anwendung

Zur Untersuchung der pH-stat Methode mit langkettigen Fettsauren wurden feste Lipid-NP
(Solid Lipid Nanoparticles; SLN) aus Cetylpalmitat (CP) als ausgewahlt. SLN sind im Rabh-
men der LBDDS als alternative Arzneistofftragersysteme zu z.B. Nanoemulsionen, Liposo-
men und Mikroemulsionen entwickelt worden. Im Besonderen hat das Interesse an SLN in
den vergangenen Jahrzehnten zugenommen [66]. In den frlhen 1990er Jahren wurden SLN
erstmalig erwahnt und standen anschlieBend als Tragersysteme fir lipophile Arzneistoffe
sowie fur Proteine und Peptide im Interesse der Forschung [67]. SLN bestehen im Kern aus
festen Lipiden, die mit einer Emulgatorschicht in einer wassrigen Suspension stabilisiert sind
und deren Groéf3e im kolloidalen Bereich zwischen 50 und 1000 nm liegt [68]. Als Kernsub-
stanz werden Triglyceride, Mischungen aus Mono-, Di- und Triglyceriden sowie Wachse,
Cholesterole [67] und Fettsauren [69] verwendet. Die Ausgangstoffe fiir die Herstellung der
SLN besitzen oftmals GRAS-Status (Generally Recognized As Safe) und sind fur die p.o.
und dermale Nutzung als sicher eingestuft worden [69].

Die Betrachtung des Verdauprozesses sowie die physikochemische Charakterisierung sind
wichtig, um das Verhalten des Systems in vivo abschatzen zu kénnen. Besonders das Zu-
sammenspiel zwischen den Verdauprodukten, den Mischmizellen aus Gallensalzen und

Phospholipiden sowie den weiteren Nahrungsbestandteilen ist fir die Vorhersage des Ver-
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haltens im GIT bedeutsam [54]. In unerwinschten Fallen mag dies zu einer Verminderung
bzw. dem Verlust der Solubilisierungskapazitat und zu einer Arzneistoffprazipitation im
Dinndarm fuhren [50, 53].

Die Mehrzahl der Studien mit p. 0. applizierten Lipidpartikeln befasst sich mit SLN aus Mono-,
Di- und/oder Triglyceriden, welche mit Verdaustudien umfassend charakterisiert wurden.

CP besteht als Estergemisch aus gesattigten Fettalkoholen und -sauren (Cy4-Cyg), wobei

hautsachlich Palmitinsaure und Cetylalkohol vorkommen (Abb. 4).
O

WO
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Abb. 4 Strukturformel von Cetylpalmitat, hauptséachlich bestehend aus veresterter Palmitinsdure (Cyg)
und Cetylalkohol (Cyg).

Auf dem dermatologischen Gebiet wurden umfassende Forschungen mit SLN aus CP
(CP-SLN) durchgefihrt [70-72]. Im Bereich der p.o. Anwendung wurden SLN aus Wachsen,
im Speziellen aus CP, nur in wenigen Verdffentlichungen betrachtet [57, 73]. CP-SLN besit-
zen aufgrund ihrer einfachen Esterbindung strukturell nicht die klassische Voraussetzung als
Substrat fur die Pankreaslipase zu agieren. Eine genauere Untersuchung des Abbaus von
SLN mit langkettigen Fettsduren dient dem Informationserwerb fur eine mdgliche erweiterte
Anwendung von CP-SLN und kann den in vitro Pankreatintest mit der pH-stat Methode einer

kritischen Betrachtung unterziehen.

1.6 Polymernanopartikel fur die perorale Anwendung

Das vermehrte Interesse an Polymer-NP wird an der in den letzten Jahrzehnten gestiegenen
Anzahl an Verdéffentlichungen, die sich mit der p.o. Applikation von bioabbaubaren Polyme-
ren befassen, sichtbar [10].

Als haufig verwendete Polymere stehen, neben dem nicht bioabbaubaren Polystyrol, die
bioabbaubaren Polymere auf Basis von Poly(D,L-lactid) (PLA), Polyglycolid (PGA) und
Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA, Abb. 5) im Vordergrund der Untersuchungen.

Diese Polymere sind wichtige Ausgangstoffe flr parenterale Arzneistofftrdgersysteme mit
Zulassungen von der FDA (Food and Drug Administration) und EMA (European Medicines
Agency) [34]. Der Abbau dieser Tragersysteme kann hierbei von wenigen Wochen bis hin zu
Monaten bzw. Jahren durch das Verhaltnis der Milchsaure zur Glykolsaure gesteuert werden
[74].

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Vielfalt der Arzneistofftragersysteme, die aus diesen

Polymeren, im Besonderen aus PLGA, fur effektive Therapien hergestellt werden kénnen.
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Beispiele hierfir sind neben NP und Mikropartikeln (MP), in situ-gelierende Systeme [75],
Implantate fir parenterale [76] und okulare Anwendung [77] sowie Implantate fir die Anwen-
dung im Innenohr [78].

Zurtckzufiihren ist diese hohe Anzahl auf die sehr gute Biokompatibilitat und die Bioabbau-
barkeit in kdrpernahe, gut vertréaglich Produkte [76, 79]. Neben der parenteralen Anwendung
gelangt ebenso die p.o. Anwendung weiter in den Fokus [6, 34, 80].

Die intensive Forschung an PLGA-NP ist auf die Mdglichkeit der Uberwindung zahlreicher
Barrieren im Korper (auch im GIT) begrundet, welche mit der Gabe von Arzneistoffen ver-
bunden sind [81]. Hierbei wurde in der Literatur mehrfach von der Aufnahme von PLGA-NP

nach p.o. Gabe berichtet [82—-86], welche Uber die PP oder die Enterozyten angegeben wird

[7].
O
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Abb. 5 Formel von dem Polymer PLGA (Poly(D,L-lactid-co-glycolid)).

PLGA-NP besitzen dementsprechend die Voraussetzung, als effektive Transportsysteme fir
die Absorptionserhéhung von Arzneistoffen aus dem GIT zu agieren. In den bisherigen Stu-
dien wurde u. a. von der Abhangigkeit der Aufnahme von der GroRRe, der Oberflachenladung,
der Form und Elastizitat der Partikel sowie der physikalischen und chemischen Stabilitat be-
richtet [7]. Erfolgreich wurden Studien mit unterschiedlichen Coatings und Oberflachenmodi-
fikationen im Speziellen mit Chitosan [87, 88], Polyethylenglycol (PEG) [89, 90], Lectinen [91,
92], Lecithinen und Gallensalzen [93, 94] durchgefihrt.

Im Vergleich zu den nicht verkapselten Arzneistoffen wurden eine hohere Bioverfigbarkeit
und verlangerte Zeitrdume, in denen der Arzneistoff im systemischen Kreislauf gemessen
werden kdnnte, beobachtet [95]. Neben der Beschreibung der direkten Aufnahme entwickel-
te sich parallel ein weiteres Forschungsgebiet fur die Verwendung p. 0. applizierter polymerer
NP. Durch die Anwendung der Polymer-NP bei chronischen Darmkrankheiten, zu denen
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn gehéren und die eine chronische Behandlung erfordern
[96], wurden positive Effekte erzielt [87, 97-103]. Diese kontraren Anwendungsgebiete ver-
langen verschiedene Eigenschaften der NP, um eine Aufnahme oder einen Verbleib im GIT
zu gewahrleisten. Ein geringer intestinaler Abbau ist jedoch die Grundvoraussetzung fur die
effektive Aufnahme der Partikel oder die Wirkung in tieferen Darmabschnitten. Dieser Aspekt
wurde bei den bisherigen Forschungen nur unzureichend betrachtet, da die Polymere im
Vergleich zu Triglyceriden keine Strukturmerkmale wie die Lipidsubstrate fiir die Lipase be-
reitstellen. Hierbei wird oft angenommen, dass die Polymermatrix den Arzneistoff gegen den

enzymatischen und hydrolytischen Abbau schutzt [5] bzw. diesem selbst nicht unterliegt. Fur
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Stabilitatsmessungen werden infolge dessen enzymfreie Salzsaure pH 1,2 und phosphatge-
pufferten Lésungen fiir die Imitation des GIT eingesetzt.

Landry et al. haben sich als eine der ersten Arbeitsgruppen mit der Problematik des enzyma-
tischen Verdaus von bioabbaubaren Polymeren befasst [104]. Diese erforschten eingehend
die Abbaucharakteristik von Albumin-stabilisierten PLA-NP. Albumin wird innerhalb kurzer
Zeit in enzymhaltigem SGF (Simulated Gastric Fluid) und SIF (Simulated Intestinal Fluid)
abgebaut, so dass die PLA-NP frei untersucht wurden. In den Studien wurde gezeigt, dass
PLA-NP im SIF im Gegensatz zum SGF einem enzymatischen Abbau durch Pankreatin un-
terliegen kénnen, womit auch polymere NP sensitiv fur die Einfluss von Enzymen scheinen,
die fur den natirlichen Fettabbau verantwortlich sind [104]. Es beschéftigen sich insgesamt
nur wenige Studien mit der Moglichkeit des Pankreatin-induzierten Abbaus von Polymer-NP
[104-107].

In Anbetracht des umfangreichen Interesses an p.o. applizierten PLGA-NP gibt es auf die-
sem Gebiet des intestinalen Verdaus der Partikel dringenden Forschungsbedarf. Der in vitro
Lipolyse-Test ist eine einfache Moglichkeit, auch die Polymer-NP einer genaueren Betrach-

tung durch den méglichen enzymatischen Abbau zu unterziehen.

1.7 Multispektrale Fluoreszenzbildgebung im Mausmodell fir
Verdaustudien

Das Wissen uber das in vivo Verhalten im GIT von Polymer-NP ist bisher wegen der schwie-
rigen Detektion in dem komplexen Milieus ebenso begrenzt und dient zur Uberpriifung der in
vitro erhobenen Ergebnisse.

Zur Untersuchung von NP stehen in vivo fur erste Studien hauptsachlich Kleintiere, wie Mau-
se und Ratten, zur Verfigung. Bei der Verwendung von diesen Tieren im Verdaumodell
mussen anfanglich die anatomischen Unterschiede des GIT betrachtet werden.

Vor- Haupt-  Jejunum

magen magen | Caecum

Proximales Colon Distales Kolon

Rektum
/ Pan reas N Mlttelcolon K\nus
Oso- ) _ - -

phagus

Duo
denum
IIeum

Abb. 6 Isolierter Gastrointestinaltrakt der Maus. Modifiziert nach [108].

Der murinen Magen zeigt im Vergleich zum humanen Magen eine sichtbare Zweiteilung
(Abb. 6). Der weil3graue Vormagen ist ein Blindsack und mit Schleimhaut ausgekleidet [109],

welcher drisen- und muskelarm ist und etwa 2/3 des Gesamtmagens einnimmt [109, 110].
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Der Magen ist durch eine erhdhte Trennlinie geteilt, die die unterschiedlichen Gewebe des
Vormagens und des Hauptmagens abgrenzt (ahnlich der Z-Linie, die den humanen Magen
von dem distalen Osophagus trennt) [108]. Der Hauptmagen ist analog zum humanen Ma-
gen in Kardia, Fundus und Antrum unterteilt, wobei das Futter einige Zeit im Vormagen durch
dessen Vorratsfunktion verbleibt und erst im Hauptmagen proteolytischen und amylolyti-
schen Prozessen unterliegt [110]. AnschlieRend folgt der Diinndarm, welcher gleichfalls dem
humanen in Duodenum, Jejunum und lleum aufgeteilt ist [L08]. Das Caecum ist im Vergleich
groRer [110] und tragt durch die hohe Anzahl an Bakterien zur Zersetzung der Nahrungsbe-
standteile bei [111]. Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen keinen Wurmfortsatz
und nur ein sehr kurzes Rectum, wobei die Kotpelletbildung hauptséachlich schon im distalen
Colon stattfindet [111]. Als weitere Unterschiede sind flr die Betrachtung der Aufnahme von
NP die Anzahl und Lage der PP zu beachten, da Nagetiere eine erhéhte Anzahl [112] und
eine andere Verteilung im Darm im Vergleich zum Menschen besitzen [108].

Bisherige Studien zu Verteilungen und Aufnahmen von NP im GIT wurden ex vivo mit Radio-
[84] oder Fluoreszenzmarkierung [89, 113] sowie in situ mittels des Perfusionsmodells [114—
118] durchgefuhrt. Die Moglichkeiten fur die nicht invasive Verlaufskontrolle von p.o. appli-
zierten NP sind stark begrenzt bzw. bis jetzt kaum genutzt worden. Die haufig in der Tumor-
forschung eingesetzte multispektrale Fluoreszenzbildgebung dient in vivo als ein nicht inva-
sives Verfahren zur Erkennung und Verlaufskontrolle solider Tumoren sowie deren Anspre-
chen auf vorhandene und neue Therapieoptionen [119-122]. Bisher wurde diese Technik nur
in sehr wenigen Studien mit p. 0. applizierten NP fir die Verteilung genutzt. So untersuchten
Lee et al. Cy5.5-markiertes ZnO Uber den Verlauf von 7 h in Ratten [123] und Chen et al.
zeigten die Verteilung von Sulforhodamin B-markierten Lipid-NP im Tiermodell [124]. Erste
Erfahrungen mit Polymerpartikeln zeigten Panthani et al. mit CulnSe,Se,.,/ZnS Komplex in-
korporiert in PLGA-MP [125] und Ali et al. bei 6-Cumarin-beladenenen PLGA-NP fir die Co-
lonanwendung [102]. Aufgrund der unzureichenden Betrachtung des mdéglichen Abbaus der
Partikel im GIT in den bisherigen Verotffentlichungen gilt es, diese Aspekte im Tiermodell

naher zu untersuchen.
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2 Zielstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Herstellung, Charakterisierung sowie die Un-

tersuchung des intestinalen Verdaus von Lipid- und Polymer-NP vorgenommen werden.

Untersuchung des in vitro Verdaus von langkettigen Lipid-NP

Fur die Weiterentwicklung und zur Erhéhung der Aussagekraft von in vitro Tests gilt es diese
stetig zu evaluieren. Im Hinblick auf den vielfaltigen Einsatz von Hilfsstoffen mit langkettigen
Fettsauren sollte diese Arbeit anhand von Lipidpartikeln mit CP das pH-stat Modell im Ver-
gleich mit der dissoziationsunabhéngigen HPTLC sowie der héufig angewendeten Rucktitra-
tion betrachten. Hierbei sollte detailliert auf die Abhangigkeit der Erfassung von langkettigen
Fettsduren und den Abbau der Formulierung von der Stabilisierung eingegangen werden. Als
weiteres Forschungsziel sollte der Einfluss der Lipase in den Abbauprozess von Wachsen
betrachtet werden.

Untersuchung des in vitro Verdaus von Polymer-NP

Bei p.o. applizierten Polymer-NP ist im Widerspruch zu der vermehrten Anwendung nur we-
nig Uber das Verhalten im GIT und den méglichen Abbau bekannt. Die vorliegende Arbeit
sollte die Thematik des intestinalen Abbaus mittels in vitro Untersuchungen mit der pH-stat
Methode und einem spezifischen L-Lactat-Nachweis (L-Lactat-NW) naher betrachten. Im
Besonderen sollte das Ausmal des Verdaus von PLGA-NP sowie der mogliche Einfluss von
Stabilisatoren untersucht werden. Im Weiteren sollte der Anteil der Lipase im Abbauprozess

durch den Einsatz von einem Lipasehemmer Uberpriift werden.

Untersuchung des Verhaltens von Polymer-NP im GIT in vivo

Fur die in vivo Betrachtung der Polymer-NP sollte ein geeignetes Mausmodell fiir p. 0. appli-
zierte NP unter Einbeziehung des Verdaus etabliert werden. Hierfiir sollte der Transit von
fluoreszenzmarkierten Partikeln mittels der nicht invasiven Fluoreszenzbildgebung betrachtet
werden. Begleitende ex vivo Analysen sowie fluoreszenzsmikroskopische Gewebeuntersu-
chungen sollten zur Bewertung des Verdau- und Verteilungsverhaltens sowie der Interaktion

mit Darmgeweben und der moglichen Aufnahme von PLGA-NP dienen.
Unter Anwendung dieser Methoden und Ergebnisse sollte die vorliegende Arbeit zur Weiter-

entwicklung der pH-stat Methode und durch das verbesserte Verstandnis von Lipid- und Po-

lymer-NP im GIT zum zielgerichteten Entwickeln von NP als Arzneistofftrager beitragen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Tab. 2 Materialien.

Inhaltsstoff
Partikelherstellung
Cetylpalmitat

PLGA

PEG-PLGA
Poloxamer 188

Polysorbat 80

Macrogol (15)-hydroxystearat

Polyvinylalkohol

Orlistat, Tetrahydrolipstatin
Glucosemonohydrat
Fluoreszenzfarbstoffe

DarkFatRed

DY-780

Verdaumedien
Pankreatin, 8XUSP
Gallensalzextrakt
Phospholipide
Pepsin
Tris-Maleat-Puffer
Calciumchlorid

Natriumchlorid

Natriumhydroxid-MaRlésung

Firma

BASF, Deutschland
Evonik, Deutschland
Evonik, Deutschland
Evonik, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland
BASF, Deutschland
Nippon Gohsei, Japan
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Roche, Schweiz

Caelo, Deutschland

Dyomics, Deutschland

Dyomics, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lipoid, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
C. Roth, Deutschland
Grussing, Deutschland
Grissing, Deutschland

C. Roth, Deutschland

Bemerkung

Kollicream® CP15
Resomer® RG 503
Resomer® RG 503 H
PEG-PLGA 5000 10 % (m/m)
Kolliphor® P188
Kolliphor® PS80
Kolliphor® HS 15
Gohsenol® EG-05 PW
Emprove® 4-88
Emprove® 5-88
Emprove® 8-88
Emprove® 18-88

Absorption: 678 nm, Emission: 701 nm

in Ethanol (It. Hersteller)

Absorption: 782 nm, Emission: 800 nm

in Ethanol (It. Hersteller)

Pulver vom Schweinepankreas
Ursprung: Schwein
Phospholipon® 990G

Ursprung: Schwein

wasserfrei, reinst
reinst

Roti®Vqum, 0,1 mol/l
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Inhaltsstoff

EDTA (Ethylendiamintetraes-
sigsaure-Dinatrium-
Magnesiumsalz Tetrahydrat)
Referenzsubstanzen
Cetylalkohol

Cetylpalmitat

Palmitinsaure

Organische Lésungsmittel

Ethanol

Hexan (Extraktionsmittel)

Hexan (Laufmittel)
Ethylacetat
Methanol

Aceton
Tetrahydrofuran
Dichlormethan
weitere Substanzen/ Materia-
lien

Kupfersulfat x 5 H,O
Kaliumchlorid
Eindeckmedium

Phosphorséaure 85 %

Mittelkettige Triglyceride
EDC-HCI

NHS

Ultrafiltrationsmembranen

Firma

Fluka® Analytical, Schweiz

Fluka® Analytical, Schweiz
Fluka® Analytical, Schweiz

Sigma-Aldrich, USA

VWR, Deutschland

Merck, Deutschland

C. Roth, Deutschland
C. Roth, Deutschland
VWR, Deutschland
VWR, Deutschland
Grussing, Deutschland

C. Roth, Deutschland

Grissing, Deutschland
Grissing, Deutschland
Dako, Danemark

J.T.Baker®, Avantor, USA

H&R, Deutschland

C. Roth, Deutschland

C. Roth, Deutschland

Pall Corporation, USA

Bemerkung

298,5 %

299,5 %, Analytischer Standard
pharm. secondary standard

299 %

HiPerSolv CHROMANORM®;

Reinheit mind. 99,8 %; Gehalt: 96,0-
96,3 % (V/IV)

LiChrosolv®

(Reinheit = 99.0 %)
Rotisolv®; HPLC-Qualitat
Rotisolv®; HPLC-Qualitat
HiPersolv CHROMANORM®
HiPersolv CHROMANORM®
reinst

reinst

reinst

Fluorescent Mounting Medium
BAKER ANALYZED™ Reagent,
zur Analyse

Pionier MCT

1 Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimidhydrochlorid, = 99.0 %
N-Hydroxysuccinimide, = 99.0 %

Nanosep device 100 K
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3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung von festen Lipidnanopartikeln

Die SLN wurden mittels temperierter Hochdruckhomogenisation hergestellt. Die Suspensio-
nen enthielten einen Lipidanteil von 10 % CP und wurden mit den Emulgatoren Polysorbat
80 (PS80) oder Poloxamer 188 (P188) stabilisiert. Die resultierenden Proben wurden ent-
sprechend ihres enthaltenen Emulgators gekennzeichnet (CP-SLN P188 und
CP-SLN PS80). Das CP wurde auf einem separaten Wasserbad (80 °C) bis zur vollstandi-
gen Schmelze erhitzt. Zu dieser Schmelze wurde die wassrige Emulgatorlosung (2,0 % m/m)
hinzugegeben und im Wasserbad mit einem Rotor-Stator-Mixer (Ultra Turrax® T18, IKA®-
Werke, Deutschland) fur 5 min bei 22000 U/min grob homogenisiert. Die Voremulsion wurde
bei 500 bar durch einen im Wasserbad (60 °C) befindlichen EmulsiFlex-C5 (Avestin, Kana-
da) mit 5 Zyklen im diskontinuierlichen Modus gegeben. Nach der Herstellung wurden die

erhaltenen Proben im Eiswasserbad heruntergekihilt.
CHgy

CHs

Abb. 7 Strukturformel des spezifischen Lipasehemmers Orlistat (Tetrahydrolipstatin).

Zusatzlich wurden mit dem Lipaseinhibitor Orlistat versehene Proben hergestellt, die mit
P188 stabilisiert wurden (CP-SLN P188 + O)(Abb. 7). Hierzu wurde eine ethanolische Losung
(10 mg/ml) des Lipaseinhibitors zu dem geschmolzenen CP (0,5 % (m/m) bezogen auf den
Lipideinsatz) hinzugegeben. Der Ubrige Herstellungsprozess wurde, wie oben beschrieben,
durchgefuhrt. Alle Proben wurden in Glasvials bei 4-8 °C im Kuhlschrank fur weiterfolgende

Versuche gelagert.

3.2.2 Herstellung der Polymernanopartikel

Herstellung der PLGA-NP
Die PLGA-NP wurden mittels der Nanoprazipitationsmethode hergestellt [126]. Das Polymer

PLGA Resomer® RG 503 (L-Lactat (25 %), D-Lactat (25 %) und Glykolsaure (50 %)) wurde
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zu einer Konzentration von 6 mg/ml in Aceton geldst. Anschlie3end wurde die organische
Losung in eine wassrige stabilisatorhaltige (0,6 % m/m) Losung getropft, die zuvor durch
einen 0,2 um Sterilfilter gegeben wurde. Als Stabilisatoren wurden hierbei P188 (PLGA-NP
P188), PS80 (PLGA-NP PS80) sowie Polyvinylalkohol (PVA; PLGA-NP PVA) eingesetzt.
PVA wurde mit den in Tab. 3 aufgelisteten Molekulargewichten in der Menge von
0,1 % (m/m) eingesetzt, wobei PVA | Uber einen breiteren Bereich mit folgenden Mengenan-
teilen untersucht wurde: 0,1 %, 0,3 %, 0,6 %, 1,0 % und 3,0 % (m/m). Durch die Mischbarkeit
des Acetons mit der wassrigen Losung féllt das darin enthaltene nicht wasserlésliche Poly-
mer als NP aus. Das verbleibende Aceton wurde mittels eines Rotationsverdampfers schritt-
weise entfernt. Ab 60 mbar wurde unter Anwendung eines 30 °C warmen Wasserbades die
Konzentration von PLGA auf 1,0 bzw. 1,5 mg/ml eingestellt. Bei der Formulierungsentwick-
lung wurden die NP mittels des Mikroskops Axio Lab. (Zeiss, Deutschland) auf das Vorhan-

densein von Partikeln im Mikrometerbereich untersucht.

Tab. 3 Charakteristische Eigenschaften der verwendeten PVA-Typen nach Angaben der jeweiligen
Hersteller. Als Kurzbezeichnung wurde PVA I-V verwendet.

Viskositét einer wass-

Kurzbezeichnung Handelsname Deacetylierungsgrad

rigen Losung (40 g/l)
PVA Gohsenol® EG-05 PW 88 % 5 mPa’s
PVA I Emprove® 4-88 88 % 4 mPa’s
PVA I Emprove® 5-88 88 % 5 mPa’s
PVA IV Emprove® 8-88 88 % 8 mPa’'s
PVAV Emprove® 18-88 88 % 18 mPa’'s

Herstellung der orlistathaltigen PLGA- NP

Als weiteres Ziel der Studie wurden Untersuchungen zum Anteil der Lipase am Abbaupro-
zess von PLGA-NP vorgenommen.

Fur die Herstellung der orlistathaltigen Partikel (PLGA-NP P188 + Q) wurde eine ethanolische
Ldsung (10 mg/ml) des Lipasehemmers (0,5 % (m/m) bezogen auf den Polymergehalt) zu
der organischen Phase (Aceton) gegeben, zusammen mit dem Polymer gel6st und anschlie-

Ren wie oben beschrieben weiterverarbeitet. Diese Probe wurde mit P188 stabilisiert.

Herstellung der pegylierten PLGA-NP (PEG-PLGA-NP)

PEG-PLGA 5000 10 % (m/m) wurde in Tetrahydrofuran zu einer Konzentration von 20 mg/ml
gelost. Die organische Losung wurde unter Rihren (400 U/min) mit einer Glasspritze bzw.
Mikroliterpipette kontinuierlich in die wassrige stabilisatorhaltige Losung in einem Becherglas
gegeben. Nach der Uberfilhrung wurde wie oben beschrieben weiter verfahren. Die Lage-

rung der Proben erfolgte bis zur Weiterverwendung im Kihlschrank.
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3.2.3 Herstellung der in vivo verwendeten fluoreszenzmarkierten Polymer-
nanopartikel

Fur die in vivo Versuche wurde die multispektrale Fluoreszenzbildgebung angewendet.
Durch die starke Absorption des sichtbaren Lichtes von biologischen Chromophoren, im
Speziellen Hamoglobin, gelangen die kirzeren Wellenlangen (blau und grin) nur wenige
Millimeter ins Gewebe [127], wohingegen rote und Nahes Infrarot (NIR) Spektralbereiche
wesentlich tiefere Gewebeschichten erreichen [128]. Andere biologische Komponenten, wie
z.B. Lipide, sind jedoch transparent im sichtbaren und NIR Spektralbereich [127]. Aufgrund
dessen ergibt sich fur die Emission der Fluoreszenzfarbstoffe in vivo ein Bereich von
600-1000 nm [127]. Die Fluoreszenzmarkierung der Partikel wurde mittels Inkorporierung in

die PLGA-NP sowie mittels Labeling an das Polymer durchgefthrt.

Kovalent gelabelt fluoreszenzmarkierte PLGA-NP

Um eine stabile Amidbindung zu erhalten, wurde das PLGA Resomer® 503H mit endstandi-
ger Sauregruppe zusammen mit einem aminogruppenderivatisierten Fluoreszenzfarbstoff
(DY-780 Aminoderivat, Abb. 8) zu einem kovalent gelabelten Polymerkonjugat umgesetzt.
Das Labeling des Polymers wurde von Herrn Tom Wersig durchgefihrt.

Die Sauregruppe von dem PLGA wurde Uber die Bildung eines N-Succinimidesters lber
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid (EDC-HCI) und
N-Hydroxysuccinimide (NHS) aktiviert. AnschlieBend erfolgte die Umsetzung des
NHS-Esters mit der Aminogruppe des Fluorenzfarbstoffes. Resomer® 503 H (100 mg) wurde
in Dichlormethan (getrocknet tber P,Os) zu einer Konzentration von 10 mg/ml gelést und
zusammen mit EDC-HCI (0,8 mg) und NHS (0,6 mg) in einen 10 ml Reaktionskolben gege-
ben. 1 mg des Farbstoff DY-780 Amino wurde in 1 ml DCM gel6st und tropfenweise utber

30 min der Reaktionslésung zugegeben. Der Ansatz wurde fur 48 h bei Raumtemperatur mit
600 U/min (C-MAG HS 7, IKA®-Werke, Deutschland) unter Lichtschutz geriihrt.

HQN""“\

Abb. 8 Strukturformel von DY-780, welches fir die kovalente Markierung des PLGA Resomer 503 H
mit einer Aminogruppe versehen ist.
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Anschlielend wurde das Dichlormethan mittels eines Rotationsverdampfers bis auf 1 ml ein-
gedampft. Die aufkonzentrierte L6sung wurde tropfenweise in 100 ml kalten Ethanol getropft
und stark gertihrt (800 U/min), um das Syntheseprodukt zu prazipitieren. Der Vorgang wurde
3x wiederholt. Das Polymerkonjugat wurde in 10 ml getrocknetem Aceton aufgenommen und
fur die weitere Verarbeitung aliquotiert. Das Aceton wurde mittels Vakuum fir 48 h entfernt
und die Aliquote bei -18 °C gelagert. Die Herstellung der NP aus dem gelabelten PLGA er-
folgte wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben (PLGA-NP 780). Die Suspension wurde auf eine Kon-
zentration von 10 mg/ml PLGA-NP 780 fiir die p.o. Proben und 20 mg/ml fur die intravends

(i.v.) verabreichten Proben eingestellt.

DarkFatRed-Partikel und -Losung

Die Polymere PLGA RG 503 mit dem Stabilisator PVA 10,1 % und PEG-PLGA 5000 10 %
(m/m) wurden zur Herstellung der nichtkovalent markierten Fluoreszenzpartikel
PLGA-NP DFR und PEG-PLGA-NP DFR verwendet. Der Farbstoff DarkFatRed (DFR) emit-
tiert im roten Spektralbereich und wurde als Derivat von FatRed auf Anfrage von der Firma
Dyomics (Deutschland) fiir die Versuche hergestellt. DFR kann sich speziell in lipophile Be-
reiche der Partikel im Herstellungsprozess einlagern und besitzt ein entsprechendes Emissi-
onsmaximum im roten Spektralbereich fur die Detektion mit dem Maestro™ Imager. Der
Farbstoff (1 mg/ml; ethanolische Losung) wurde zu einem Anteil von 0,5 % (bezogen auf den
Polymergehalt) verwendet. Wahrend der Herstellung wurde der Farbstoff zur organischen
Phase hinzugefligt und zusammen mit dem Polymer in die wassrige Phase gegeben. Fir die
weitere Partikelherstellung wurde nach der oben beschriebenen jeweiligen Anweisungen fur
PLGA-NP und PEG-PLGA-NP verfahren. Die Suspensionen wurden auf eine Konzentration
von 10 mg/ml PLGA bzw. PEG-PLGA (entsp. 50 pg/ml DFR) eingestellt.

Die fiir weitere in vivo Versuche verwendete DFR-L&sung wurde mit Kolliphor® HS 15 (HS15;
0,25 % (m/m)) stabilisiert und enthielt ebenfalls 50 ug/ml DFR.

Einstellung der Osmolalitat und des pH-Wertes

Nach der Herstellung wurden die fluoreszenzmarkierten Proben auf physiologische Werte
von 286 mOsmol/kg (p.o. und i.v. Proben) und pH-Wert 7,4 (i.v. Proben) eingestellt. Nach
der Messung der Osmolalitédt (Halbmikro-Osmometer K-7400, Knauer, Deutschland) der
Probe wurde diese mit Glukosemonohydrat bei Bedarf erhoht. Die Einstellung des
pH-Wertes erfolgte mittels pH Elektrode (Portamess® 911pH, Knick, Deutschland) mit Natri-
umhydroxid-Losung (0,01 mol/l). Die fir die i.v.-Anwendung vorgesehenen Proben wurden

aseptisch hergestellt und vor der Anwendung durch einen 0,8 um Filter gegeben.
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3.2.4 Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Charakterisierung der GrolRenverteilung der Partikel wurde mittels dynamischer Licht-
streuung/Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) mit dem Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Instruments, UK) mit der Zetasizer Software Version 6.30 im Backscattering Modus (173°)
durchgefuhrt. Die Proben wurden fir die Messung entsprechend (CP-SLN 1:50; PLGA-NP
1:33) mit gefiltertem (0,2 um) bidestillierten Wasser verdiinnt. Die Messungen wurden bei
einer Temperierung von 25 °C durchgefuhrt und es wurde der Mittelwert nach finfmaliger
Probenmessung verwendet. Fir die Auswertungen wurde die intensitatsgewichtete GréRen-
verteilung sowie der Z-Average und Polydispersitatsindex (PDI) herangezogen. Die Proben
wurden nach der Herstellung und fir die Stabilitatsuntersuchungen in regelmaRigen Abstan-

den gemessen.

3.2.5 Laserdiffraktometrie

Die CP-SLN wurden zusatzlich mittels der Laserdiffraktometrie (LD) mit dem Mastersi-
zer 2000 (Malvern Instruments, UK) und der Software Mastersizer 2000 (Version 5.60) ver-
messen. Als Lichtquellen dienten ein roter Laser mit 633 nm und eine Blaulichtdiode mit
450 nm. Die Messungen wurden in funfmaliger Wiederholung mit einem Brechungsindex von
1,44 und einer Absorption von 0,01 ausgefiihrt. Die Ergebnisse wurden unter Anwendung
der Mie-Theorie berechnet. Neben der volumengewichteten GroRRenverteilung wurden die
Parameter D10, D50 und D90 zur Auswertung genutzt.

3.2.6 Nanoparticle Tracking Analysis

Die GroBRenmessung mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) wurde mit dem NanoSight
NS300 (Malvern Instruments, UK) mit der Software NanoSight NTA 3.1 durchgefiihrt. Es
wurde ein Modul mit einem Laser von 642 nm verwendet. Fir die Messungen wurden die
Proben in filtriertem (0,2 um) bidestillierten Wasser verdinnt und auf 40-50 Partikel je Bild-
ausschnitt eingestellt. Die Temperierung betrug 25 °C. Die Aufnahme erfolgte mit einer
sCMOS Kamera. Hierbei wurden jeweils 5 Frames zu 60 s von verschiedenen Bildausschnit-
ten von jeder Probe aufgenommen. Zur Vermeidung von Ruckstadnden zwischen den Mes-
sungen wurde zwischen jeder Messung mit gefiltertem (0,2 um) bidestillierten Wasser ge-
spult und die Probenkammer auf Vorhandensein von Partikeln tberprift. Zur Auswertung

wurde der von der Software errechnete Mittelwert und Modus verwendet.
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3.2.7 Zetapotential

Die Messungen des Zetapotentials (ZP) wurden mit dem Zetasizer ZS Nano (Malvern In-
struments, Malvern, UK) bei 25 °C durchgefiihrt. Die Verdinnung der Proben mit 0,2 mmol/l
KCI-Losung erfolgte im Verhaltnis 1:50. Jede Messung wurde in funf Messzyklen mit einer
jeweils 20 s dauernden Pause zwischen den Zyklen gemessen.

3.2.8 Dynamische Differenzkalorimetrie

Die Untersuchungen der CP-SLN mittels dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) wurden
mit der Netzsch DSC 200 (Netzsch, Deutschland) durchgefihrt. Die Proben wurden in Alu-
miniumtiegel eingewogen und Stickstoff diente als inertes Spulgas. Die DSC Messungen
wurden von -10 °C his 85 °C (CP-SLN) und von 10 °C bis 120 °C (Orlistat) durchgefihrt.
AnschlieRend an den ersten Heizvorgang wurden eine Kihlkurve sowie eine darauffolgende

2. Aufheizkurve aufgenommen. Die Heiz- und Kihlirate betrug jeweils 5 K/min.

3.2.9 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Probenvorbereitung der Transmissionselektronennmikroskopie (TEM) wurde von Herrn
Dr. Hause und Mitarbeitern durchgefiihrt. Die Vermessung der Proben erfolgte anschlie3end
in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Hause.

Zur Probenpraparation wurden 3 ul von den Probendispersionen auf einen Kupfer-Netztrager
(Grid) mit einem Formvar-Film aufgetragen. Nach der Absorptionszeit von einer Minute wur-
de die Uberschissige Probe mittels eines Filterpapiers abgezogen.

AnschlieRend wurden die Proben fir 10 s luftgetrocknet und im Folgenden mit Wasser ge-
waschen (3 x je eine Minute). Die Probenplattchen wurden mit einer 2 %igen Uranylacetat-
I6sung fiur eine Minute inkubiert. Die Proben wurden an einem EM 900 Transmissionselekt-
ronenmikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) bei einer Beschleunigungs-
spannung von 80 kV vermessen. Die Aufnahme der Mikroskopbilder erfolgte mit einer Vario-
speed SSCCD Kamera SM-1k-120 (TRS, Deutschland).

3.2.10Verwendete Verdaumedien

Simulierter Magensaft (SGF)

Die Simulation der Versuche im Magenmilieu wurde mittels pepsinhaltigem SGF (entspre-
chend Ph. Eur. 8.0) durchgefiihrt. Die Mediumherstellung erfolgte mit Zugabe von 3,2 g Pep-
sin (0,32 %), 2,0 g NaCl und 80 ml Salzsaure (1 mol/l) zu 1 | SGF pH 1,2. Es erfolgte kein

Zusatz von gastrischer Lipase, da humane gastrische Lipase kommerziell nicht verfigbar ist
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[129]. Alternativ eingesetzte mikrobielle Lipasen weisen erhebliche Spezifititsunterschiede
im Vergleich zu humaner Lipase auf [129].

Die Proben mit Polymer-NP wurden zu einer Konzentration von 1 mg/ml im Medium utber
120 min inkubiert und wurden auf GroRRenveranderungen mittels PCS und die Entstehung
von L-Lactat untersucht.

Simulierter Verdau im Dinndarm

Zur Herstellung der Gallensalz-Phospholipid-Stammldésung wurde der Gehalt des heteroge-
nen Gallensalzextraktes mittels des Testes Bile acids (Diasys Diagnostics Systems GmbH,
Deutschland) im Zentrallabor des Universitatsklinikums Halle (Saale) bestimmt. Die Stamm-
ldsung enthielt 30 mmol/l Gallensalze sowie das Lecithin Phospholipon® 90G (gereinigtes
Phosphatidylcholin aus pflanzlicher Herkunft) in dem Verhaltnis 5:1. Fir die Berechnung des
Verhéltnisses wurde der von dem Hersteller angegebene mittlere Gehalt an Phosphatidyl-
cholin von 98 % zugrunde gelegt. Fir die Gallensalz/Lecithin-Vormischung wurde der vorge-
legte Trismaleat-Puffer auf 60 °C in einem Kolben erhitzt und die bendétigte Menge Lecithin
hinzugegeben. Nach einer Stunde unter Rihren wurden zu der Mischung die Gallensalze
hinzugefugt und bis zum Lésen der Gallensalze bei 37 °C temperiert. AnschlieRend wurde
der restliche Trismaleat-Puffer hinzugefugt. Die Stammlésung wurde im Kihlschrank bis zur
Verwendung gelagert.

Die Simulation des Milieus im Dinndarm wurde mit den Inkubationsmedien FaSSIF (Fasted
State Simulating Fluid) und FeSSIF (Fed State Simulating Fluid) durchgefiihrt. Als Grundlage
der Medien wurde Trismaleat-Puffer pH 6,8 verwendet, welchem direkt vor dem Einsatz die
entsprechende Menge Natriumchloridlosung (4,5 mol/l in Trismaleat-Puffer), Calciumchlorid-
I[6sung (0,15 mol/l in Trismaleat-Puffer) sowie die vorher hergestellte Stammlésung von Gal-
lensalzen und Lecithin hinzugefligt wurde. Die Konzentrationen der Bestandteile in den Me-
dien sind in Tab. 4 aufgelistet. FaSSIF simuliert den niichternen Zustand mit einer geringen
Menge an dem Gallensalzen/Lecithin-Gemisch, wohingegen FeSSIF den fettreichen Zustand

nach der Nahrungsaufnahme simuliert.

Tab. 4 Zusammensetzung der Medien FaSSIF und FeSSIF.

Komponente FaSSIF FeSSIF
Trismaleat-Puffer 5 mmol/l 5 mmol/l
Natriumchlorid 150 mmol/l 150 mmol/l
Calciumchlorid 5 mmol/l 5 mmol/l
Gallensalz/Lecithin-Mischung 5 mmol/l 15 mmol/l
(Gallensalzgehalt)

24



Materialien und Methoden

3.2.11 Verdaustudien mit der pH-stat Methode

Zur Simulation des Verdaus im Dinndarm wurde die Autotitration mit der pH-stat Methode
(DL 21, Mettler Toledo, Deutschland) angewendet (Abb. 9). Die Proben wurden zu dem Ver-
daumedium FaSSIF oder FeSSIF in der Konzentration von 10 mg/ml in 10 ml (Lipid-NP)
bzw. von 1 mg/ml in 15 ml (Polymer-NP) hinzugefiigt. Die Menge der Testvolumina wurde
hinsichtlich der geringen Probenkonzentrationen der NP angepasst. Die Unterschiede zwi-
schen den Lipid-NP und den Polymer-NP liegen in der jeweiligen verbesserten Aufarbeitung
der Proben fur die anschlieBenden Tests mit der HPTLC (Lipid-NP) sowie auf L-Lactat (Po-
lymer-NP) begriindet. Das Verdauexperiment wurde in einem Wasserbad bei 37 °C durchge-
fuhrt, wobei die Temperatur durch ein Thermoelement (Yellow line TC 3 IKA, Deutschland)
eingestellt wurde. Der pH-Wert wurde kontinuierlich mit der pH-Elektrode (Mettler Toledo
InLab® Semi-Micro pH, Deutschland) unter Rilhren gemessen. Das Medium wurde in einer
Vortitration automatisch auf den pH-Wert 6,8 mit Natriumhydroxid-Maf3lésung (0,1 mol/l) ein-
gestellt. AnschlieRend wurde der Verdau durch die Zugabe des Pankreatinextraktes entspre-
chend 450 U/ml Lipaseaktivitét initiiert [130, 131]. Der Wert der Lipaseaktivitat wurde von der
Firma Sigma (USA) bereitgestellt.

Abb. 9 Aufbau der pH-stat-Apparatur, bestehend aus einem Vorratsgefal3 mit NaOH-Malldsung, Tit-
riereinheit sowie temperierten Reaktionsgefal mit Medium, Probe und pH-Wert Messung.

Der pH-Wert von 6,8 wurde durch die Titration mit Natriumhydroxid-Maflésung (0,1 mol/l)
stetig konstant gehalten. Der detektierte Verbrauch wurde mittels des Programms Hyperter-
minal aufgenommen und diente zur Berechnung der entstandenen freien (Fett-)Sauren. Die
Versuche wurden Uber einen Zeitraum von maximal 120 min durchgefuhrt. Zur Erfassung
von pH-Wertanderungen und dem moglichen Verdau des Mediums, wurden jeweils entspre-
chende Blindwerte aufgenommen, wobei die Probenmenge durch die entsprechende Menge
an Trismaleat-Puffer ersetzt wurde. Es wurden weiterhin Blindversuche mit Orlistat durchge-
fahrt, um eine mogliche Hemmung des Abbaus der Medien zu detektieren. Hierzu wurden
0,05 ml Orlistatlésung (10 mg/ml in Ethanol) zusétzlich vor Versuchsbeginn zu den Medien
hinzugefigt.
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Die hemmende Wirkung der Orlistatformulierung wurde zuvor mit einer P188-stabilisierten
MCT-Nanoemulsion (10 % (m/m)) getestet, welche mit dem EmulsiFlex-C5 (750 bar, 5 Zyk-
len im diskontinuierlichen Modus) hergestellt worden war.

3.2.12 Rlcktitration

Zur Erfassung nicht dissoziierter Fettsduren wurde bei dem Lipidverdau eine Rucktitration
(Backtitration) angeschlossen. Hierbei wurde der pH-Wert nach Beendigung des Verdauex-
periments von 120 min schnell und kontinuierlich auf die jeweiligen pH-Werte 7,5, 8,0, 8,5,
9,0, 9,5 und 10,0 angehoben und der Verbrauch an Natriumhydroxid-MaR3lésung (0,1 mol/l)

detektiert. Auch hier wurden entsprechende Blindversuche durchgefihrt.

3.2.13 Hochleistungsdinnschichtchromatographie

Nach Beendigung der 120 min des pH-stat Verdaus ohne Rucktitration bei den Lipid-NP
wurde 1 ml EDTA-LOsung (70 mmol/l) zum Medium hinzugegeben und zur Hinderung weite-
rer enzymatischer Prozesse wurden die Proben sofort mit flissigem Stickstoff gefroren. An-
schlieRend erfolgte eine Lyophilisation der Proben. Der verbleibende Rickstand wurde mit
einem Hexan/Ethanol-Gemisch (2:1 V/V) Gber 45 min unter mehrmaligem Schiitteln extra-
hiert, anschlielBend fur 20 min zentrifugiert (2028 RCF, Heraeus Labofuge 300, Thermo Fis-
her Scientific, USA) und der Uberstand nach entsprechender Verdiinnung (Hexan/Ethanol-

Gemisch (2:1 V/V)) in einem Glasvials bei -18 °C zur Analyse mittels HPTLC gelagert.

Tab. 5 Laufmittelzusammensetzung der verwendeten Stufen bei der HPTLC Analyse der CP-SLN.

Stufe Laufstrecke in mm n-Hexan in % (V/V) Ethylacetat in % (V/V)
1 20,0 mm 70,0 30,0
2 25,1 mm 73,0 27,0
3 30,2 mm 76,0 24,0
4 35,3 mm 79,0 21,0
5 40,4 mm 82,0 18,0
6 45,5 mm 85,0 15,0
7 50,6 mm 88,0 12,0
8 55,7 mm 91,0 9,0
9 60,8 mm 94,0 6,0
10 65,9 mm 97,0 3,0
11 71,0 mm 100,0 0,0
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Die Proben wurden auf Silica Gel Platten (HPTLC silica gel 60 F254 GLP, Merck, Deutsch-
land) mittels der Auftrageeinheit (Automatic TLC Sampler 4 (ATS), CAMAG, Schweiz) appli-
ziert. Die Entwicklung der Platten wurde mit dem AMD 2 (CAMAG, Schweiz) unter Anwen-
dung eines 11-stufigen Gradienten durchgefihrt (Tab. 5) [132, 133]. Abschlie3end wurden
die Platten fur zweimal 10 s in eine Kupfersulfatiosung (150 g/l Kupfersulfat-Pentahydrat,
8 % (V/V) Phosphorséaure 85 %, 5 % (V/V) Methanol in destilliertem Wasser) getaucht [134]
und far 20 min bei 150 °C im Trockenschrank getrocknet. Die Platte wurde mithilfe der
Spektrodensitometrie bei 675 nm (TLC Scanner 3, CAMAG, Schweiz) analysiert. Die detek-
tierten Fettsauren wurden mittels einer internen Kalibrierung mit Palmitinsaure auf jeder Plat-

te im Bereich von 0,4-1,2 ug berechnet.

3.2.14 L-Lactat-Nachweis

Nach Beendigung der Messzeit von 120 min bei den Polymer-NP wurde 1 ml Salzs&ure
(2 mol/l) zur Inaktivierung der Enzyme zum Medium hinzugegeben. Die Probe wurde an-
schliel3end fur 15 min zentrifugiert (2028 RCF, Heraeus Labofuge 300, Thermo Fisher Scien-
tific, USA) und in Glasvials abgefiillt, die bei 4-8 °C im Kuhlschrank gelagert wurden. Diese
Proben wurden mit dem spezifischen L-Lactat-NW (r-biopharm AG, Deutschland) auf Gehalt
an L-Lactat im Uberstand untersucht. Entsprechende Blind-und Hydrolyseversuche wurden
durchgefuhrt. In dem Test wird L-Lactat zu Pyruvat mittels des Enzyms
L-Lactatdehydrogenase unter der Entstehung von NADH" umgesetzt (Gleichung 2).

L-Lactat + NAD* __-tactatDehydrogenase Pyruvat + NADH" + H"* (2)

Glutamat-Pyruvat-Transaminase

Pyruvat + L-Glutamat L-Alanin + 2-Oxoglutarat (3)

Der Gehalt an NADH" wurde UV-spektroskopisch (Spekol® 1200, Analytik Jena, Deutsch-
land) mit der Software Aspect plus (Version 1.5) bei 340 nm bestimmt. Um eine Gleichge-
wichtseinstellung der Gleichung auf Seite des NADH" zu erhalten, wurde das Pyruvat mittels
L-Glutamat und der Glutamat-Pyruvat-Transaminase aus dem Gleichgewicht entfernt (Glei-
chung 3). Die Menge an NADH" entspricht stdchiometrisch der von L-Lactat. Der Test wurde
nach Anweisung des Herstellers durchgefihrt. Die Proben wurden mit einem Absorptions-
blindwert verglichen, der mit destilliertem Wasser anstatt der Probe hergestellt worden war.
Die Differenz zwischen den Proben und dem Absorptionsblindwert sollte mindestens 0,1 fir
ein valides Ergebnis betragen. Diese wurde anschlie@end zur Berechnung des L-Lactat

Gehaltes in den jeweiligen Proben herangezogen.
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3.2.15Tierstudien

Fir die Untersuchungen wurden méannliche und weibliche haarlose Mause SKH1 (SKH1-Hr™;
Charles River Laboratories, USA) verwendet.

Diese Tiere zeichnen sich durch ihr fehlendes Fell und ihren Albinohintergrund fiir Fluores-
zenzstudien aus. Den Tieren wurde vor und wahrend der Versuche Wasser und Futter ad
libido bereitgestellt. Von den physiologisch eingestellten Proben wurden 200 pl p.o. tber
eine Sonde in den Magen der Tiere bzw. 100 pl Uber die Schwanzvene fir i.v. Versuche
verabreicht. Die Tiere wurden fur die Bildaufnahmen narkotisiert. Hierzu stand ein Isofluran-
gasnarkosesystem (Dréagerwerk AG, Deutschland) zur Verfigung. Zur initialen Betaubung
wurden 4 % Isofluran verwendet. Die Erhaltungsdosis lag zwischen 1,5-2,0% und der
Sauerstoffvolumenstrom betrug 2-3 I/min. Wéahrend der Messungen wurden die Tiere auf
einer schwarzen beheizbaren Warmeplatte (35 °C) gelagert, um ein Auskuhlen zu vermei-
den. Die Beobachtungszeit betrug fur die p.o. Experimente 4 h bzw. 8 h, fur die i.v. Experi-
mente 24 h. Zum letzten Imagezeitpunkt wurden die Tiere getotet.

Nach Beendigung des in vivo Beobachtungszeitraumes wurden von jedem Tier die Organe
Leber und Niere sowie der gesamte Magen-Darm-Trakt entfernt und getrennt mit dem
Maestro™ Imager analysiert. Der Magen wurde weiterhin langsseitig aufgeschnitten, mehr-
fach mit Phosphatpuffer pH 7,4 (bereitgestellt von dem Universitatsklinikum) gespult und auf
eine Praparationsplatte aufgespannt. Dieser wurde ebenfalls separat mit dem Maestro™
Imager untersucht. Weitere Gewebeproben wurden fir die Fluoreszenzmikroskopie ent-
nommen (Kapitel 3.2.18). Fur die Tierstudien wurden fur die p.o. applizierten Partikelformu-
lierungen jeweils 6 Tiere (entsp. 3 Tiere pro Entnahmezeitpunkte 4 h und 8 h) sowie je 3 Tie-

re fur Kontrollformulierungen und die nicht behandelten M&use eingesetzt.

3.2.16 Multispektrale Fluoreszenzbildgebung

Bei der multispektralen Fluoreszenzbildgebung (multispectral Fluorescence Imaging (msFl))
besteht die Besonderheit in der Trennung spezifischer Spektrensignale von Fluoreszenz-
farbstoffen voneinander sowie von Autofluoreszenz- und Hintergrundsignalen. Als Folge
kann eine Zuordnung der jeweils spezifischen fluoreszierenden Bereiche und Anreicherungs-
regionen von den entsprechenden Farbstoffen vorgenommen werden. Das msFl wurde mit
dem Imager Maestro™ In-vivo Fluorescence Imaging System (Cambridge Research and
Instrumentation, USA) durchgefihrt. Die Maestro™ Software Version 2.10.0 wurde fur die

Aufnahmen und Auswertung der Bilder genutzt.
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Abb. 10 Aufbau der Belichtungskammer des Maestro™ Imagers. a) Emissionsfilter b) schwenkbare
Beleuchtungsarme c) Narkosemaske fir die Versuchstiere d) héhenverstellbarer Probentisch.

Eine 300 W Xenonlampe diente dem Maestro™ Imager als Lichtquelle. Das Licht passiert
die auswechselbaren Anregungsfilter und wird zur Ausleuchtung der Aufnahmekammer unter
Justierung von 4 Ausleuchtungsarmen genutzt (Abb. 10). Die verwendeten Filtersatze sind in
Tab. 6 aufgefiihrt. Fur eine entsprechende Ausleuchtung und Aufnahmeposition ist zusétz-
lich zur Lampenposition die Tischhdhe manuell einstellbar. Je nach zu untersuchender Probe
wurde diese so eingestellt, dass die Probe zentral positioniert und gut ausgeleuchtet war und
fur alle weiteren Proben gleicher Art wurden diese Einstellungen in gleicher Weise beibehal-
ten. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde nach Passieren des Emissionsfilters, der verblei-
bendes Anregungslicht ausschliet, und eines computergesteuerten Flissigkristallfilters
(LCTF-Liquid Crystal Tunable Filter) von einer auf 8 °C gekihlten 1,5 MP CCD Kamera auf-
genommen. Zusatzlich zu den Fluoreszenzbildern wurde jeweils mit WeiRlicht ein Graustu-
fenfoto der jeweiligen Probe oder des Tieres aufgenommen. Um Uberbelichtungen zu ver-

meiden, wurde mit der automatisch ermittelten optimalen Belichtungszeit gearbeitet.

Tab. 6 Verwendete Filtersets des Maestro™ In-vivo Imaging Systems.

Longpass- Aufnahmebedingungen
Filterset Anregungsfilter L :
Emissionsfilter (in 10 nm Schritten)
Rot 615-665 nm 700 nm 680-950 nm
NIR 710-760 nm 800 nm 780-950 nm

3.2.17 Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen

Der Maestro™ Imager nimmt jeweils eine Datei (Cube) auf, welche die entsprechenden
spektralen Informationen fur die Probe enthalt (Abb. 11a). Die Cubes wurden mit Bibliothe-
ken von Referenzspektren analysiert. Mittels der Unmixing Funktion isoliert die Software
12-bit Graustufenbilder fur jedes Fluoreszenzsignal, welche separat fir Quantifizierungen

sowie fur Vergleiche genutzt werden kénnen.

29



Materialien und Methoden

100+ /\/

80

60 —— PLGA-NP DFR
Hintergrund

Maus

40

204

unmixing 0

700 750 800 850 900 950
/ \ Wellenlénge in nm

Fluoreszenzintensitat, normiert

Graustufenbilder

Composite

Compare
Image

Modus ‘

PLGA-NP DFR

Intensitatsgewichtetes Graustufenfoto [
Pseudofarbbild 0 0,1 0,203

Abb. 11 Bildverarbeitung der Cubes des Maestro™ Imagers. a) Unmixing des Cubes mit der Spekt-
ralbibliothek in Graustufenbilder. AnschlieBend kénnen diese zu einem Composite zusammengefligt
werden. b) Die Graustufenbilder kénnen in der Compare Image Funktion als Pseudofarbbild darge-
stellt werden und Uber das Graustufenfoto gelegt werden.
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Bei der Anwendung des Measure Panels zur Berechnung der Fluoreszenzintensitat der Or-
gane wurde die gesamte Bildflache der Graustufenbilder ausgewertet.

Zur Veranschaulichung der Fluoreszenzintensitat innerhalb des isolierten Graustufenbildes
kann dieses in der Compare Image Funktion der Software als Pseudofarbbild dargestellt und
anschlielRend separat tber das entsprechende Graustufenfoto gelegt werden (Abb. 11b).
Dieser Schritt wurde mittels des GNU Image Manipulation Programms (GIMP, Version 2.8)
durchgefiuhrt, in dem schwarzgefarbte Bereiche, die eine Fluoreszenzintensitat von Null auf-
weisen, als transparent gesetzt wurden. In der Compare Image Funktion kénnen auch meh-
rere Bilder desselben Spektralbereiches miteinander verglichen werden. Die Skala wird auf
den hellsten Punkt der vergleichenden Bilder normiert und wird von der Software in scaled

counts/s unter Einbeziehung der Gleichung (4) angegeben.

counts 1 1 1
* * * (4)

scaled counts/ =
S pbitdepth  exposure time (s) Binning? Gain

Die Referenzspektren der Partikel sowie die Autofluoreszenz von unbehandelten Mausen
und des Hintergrundes wurden fur die Auswertung der Proben in der spektralen Bibliothek
hinterlegt. Falls aufgrund der ahnlich verlaufenden Spektren und der Signalintensitat des
Farbstoffes und der Autofluoreszenz bzw. der Nahrung der Mause eine Auftrennung dieser
Proben nicht mdglich war, wurde eine Trennung anhand der Intensitaten im direkten Ver-
gleich mit der unbehandelten Maus oder des unbehandelten Gewebes vorgenommen. Um
die hier auftretenden Unterschiede und Gemeinsamkeiten bei den Intensitaten hervorzuhe-
ben wurden die Aufnahmen der unbehandelten Mause jeweils mit in die Auswertung einbe-

zogen.

3.2.18 Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikrospischen Untersuchungen wurden mit einem Leica DM4000B Durch-
lichtmikroskop durchgefiihrt, welches mit dem Nuance® Ex multispectral Imagingsystem von
PerkinElmer (USA) kombiniert ist. Als Lichtquelle wurde eine 200 W Halogen-
Metalldampflampe verwendet. Die Filtersets fiir den roten sowie fur den NIR Spektralbereich
(Tab. 7), bestehend aus einen schmalen Anregungsfilter und einem Longpass-
Emissionsfilter, wurden fur die Versuche genutzt.

Nach Passieren der jeweiligen Filter und des computergesteuerten Flissigkristallfilters
(LCTF) wurde das Fluoreszenzlicht von einer auf 8 °C gekihlten 1,4 MP CCD Kamera auf-
genommen. Die Software Nuance® Version 3.0.1.2 erstellt Cubes, welche alle spektralen

Informationen des verwendeten Spektralbereiches enthalten. Die Belichtungszeit zur Auf-
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nahme des Cubes wurde von der Software optimal bestimmt, um Uber- oder Unterbelichtung
der Proben zu vermeiden. Der Aufbau der Software Nuance® ist mit der des Maestro™-
Systems vergleichbar, daher wurde die Datenverarbeitung der Cubes in der gleichen Weise
durchgefuhrt wie in Kapitel 3.2.17. beschrieben.

Tab. 7 Verwendete Filtersets des Fluoreszenzmikroskops.

Longpass- Aufnahmebedingungen
Filterset Anregungsfilter - :
Emissionsfilter (in 10 nm Schritten)
Rot 620-660 nm 665 nm 670-850 nm
NIR 710-775 nm 780 nm 785-950 nm

Hierzu wurden separate spektrale Bibliotheken mit der Autofluoreszenz von den Objekttra-
gern sowie der Partikel und der unbehandelten Gewebeproben erstellt. Die Gewebeproben
von jeweils etwa 1 cm Lange wurden aus dem Vormagen und den verschiedenen DUnn-
darmabschnitten (Duodenum, Jejunum und lleum) der Tiere entnommen. AnschlieRend wur-
den diese zur Entfernung anhaftender Futtermittelreste mehrfach mit Phosphatpuffer pH 7,4
(bereitgestellt von dem Universitatsklinikum) gespult. Nach der Préparation auf die Objekt-
trager wurden diese mit einem flissigem Eindeckmittel (Fluorescent Mounting Medium,
Dako, Danemark) und einem Deckglaschen versehen, um das Austrocknen der Probe zu
minimieren. Zur Identifikation verbleibender Futterreste wurden in destilliertem Wasser auf-
geweichte Futterpellets sowie mit PLGA-NP DFR behandelte Futterpellets untersucht. Hierzu
wurden die Pellets mit den Partikelproben tber 120 min inkubiert und anschlieRend drei
Waschschritte mit destilliertem Wasser mittels Zentrifugation (IKA Mini G, IKA, Deutschland)
durchgefiihrt. Danach wurden die Proben auf Objekttrager mit Deckglaschen prapariert und

sofort untersucht.

3.2.19 Statistische Auswertung

Zur Ermittlung der Mittelwerte sowie Standardabweichungen wurden, wenn nicht anders er-
wahnt, n = 3 zugrunde gelegt. Die Berechnungen wurden mit Excel 10 (Microsoft Corporati-
on, USA) durchgefiuhrt. Die Darstellung der Graphen wurde mittels OriginPro 8G (OriginLab

Corporation, USA) vorgenommen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 In vitro Verdaustudien mit langkettigen Lipidnanopartikeln®

Die Verringerung der Partikelgrof3e bei NP geht mit einem erhdhten Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis einher, wodurch eine Agglomeration, besonders auch im GIT, hervorgerufen wer-
den kann [135]. Die Agglomeration ist ein bekanntes Problem bei Partikeln im Nanometerbe-
reich, weswegen der Einsatz eines Emulgators erforderlich ist [135]. Die Stabilisierung von
Nanosuspensionen kdnnen durch Ladungsstabilisierungen oder sterische Stabilisierungen
erreicht werden, wobei die Ladungsstabilisierung im GIT aufgrund der unterschiedlichen,
vorherrschenden pH-Werte zur Neutralisation und somit zum Verlust der Stabilisierung fuh-
ren kann [135].

Aufgrund dieser Betrachtung wurden nichtionogene sterisch stabilisierende Emulgatoren
verwendet. Neben der Untersuchung des Verdaus der CP-SLN sollte als weiterer Aspekt die
Verdaubarkeit der Emulgatoren und deren Einfluss auf den Verdau der CP-SLN beriick-
sichtigt werden. Im Gegensatz zu Emulgatoren wie PEG-Ester (wie z. B. PS80), die verester-
te Fettsduren enthalten und anfallig fir den enzymatischen Abbau sind [65], konnte fir
PEG-Ether wie Brij® 97 [49] oder Poloxamere [44] kein Verdau festgestellt werden. Aus die-
sem Grund wurden zur Herstellung der CP-SLN die Emulgatoren P188 (CP-SLN P188) und
PS80 (CP-SLN PS80) eingesetzt. Beide Emulgatoren sind haufig verwendetet Stabilisatoren
bei Lipidformulierungen [136].

4.1.1 Herstellung der Cetylpalmitatnanopartikel

Zur Herstellung von Nanodispersionen unterhalb des Mikrometerbereiches mit festen Lipiden
ist die Hochdruckhomogenisation die am haufigsten genutzte und effektivste Methode [136].
Mit hohem Druck (100-2000 bar) wird die Flissigkeit, die das zu zerkleinernde Gut enthélt,
durch einen wenige Mikrometer breiten Spalt gepresst [136]. Die dabei auftretenden hohen
Geschwindigkeiten auf den kurzen Distanzen kénnen tber 1000 km/h erreichen und fihren
zu hohen Scherkraften, wodurch die Partikel in Kombination mit den auftretenden Kavi-
tationskraften stark zerkleinert werden [136]. Die gewlinschte Partikelgro3e der resultieren-
den Suspension ist von Parametern wie der Zyklenzahl, dem angewendeten Druck oder der

Verfahrensweise im kontinuierlichen bzw. diskontinuierlichen Modus abhangig [137, 138]. Zu

! Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in:
Heider M, Hause G, Mader K (2016) Does the commonly used pH-stat method with back titration real-
ly quantify the enzymatic digestibility of lipid drug delivery systems? A case study on solid lipid nano-
particles (SLN). Eur J Pharm Biopharm 109:194-205
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berticksichtigen gilt, dass der Verdau von Lipidnanoemulsionen einer GrolRenabhangigkeit
unterliegt und kleinere Partikel schneller und zum erhdhten Ausmald enzymatisch verdaut
werden [139-141]. Aufgrund dessen sollten die SLN-Formulierungen eine enge Gro3enver-
teilung sowie einen durchschnittlichen Grofl3enbereich von 100-200 nm aufweisen.

Die zu verarbeitenden Lipide werden bei der temperierten Hochdruckhomogenisation min-
destens 10 °C uber die jeweilige Schmelztemperatur erhitzt [142]. Die lipophile Phase wird
mit der emulgatorhaltigen wassrigen Phase nach einer Voremulgierung in einen beheizten
Hochdruckhomogenisator gegeben und zu einer Ol-in-Wasseremulsion im Nanometerbe-
reich verarbeitet. Durch Kiihlen unter die Kristallisationstemperatur erharten die Oltrépfchen
zu festen Lipiden. Durch den Kristallisationsprozess und die Entstehung neuer Flachen, die
durch den Emulgator abgesattigt werden mussen, kénnen bei polymorphen Stoffen Modifika-
tionswechsel zu thermodynamisch stabileren Modifikationen stattfinden [143]. Die Untersu-
chungen der geeigneten Herstellungsparameter fiir die CP-SLN wurden im diskontinuierli-
chen Modus durchgefiihrt, da dieser schneller zu einer kleineren Partikelgréf3e fiuhrt [138].
Hierbei wurde der Einfluss des angewendeten Druckes, der Zyklenzahl sowie der Proben-
menge auf die resultierende Partikelgrof3e untersucht.

Die GroR3encharakterisierung wurde mithilfe der PCS und der LD durchgefuhrt. Um die feh-
lende Detektion groRerer Partikel (>6 um) mit der PCS auszugleichen [144], wird zur simul-
tanen Anwendung beider Geréte geraten [136].

Tab. 8 GroRenverteilung mit der LD der CP-SLN in Abhangigkeit des angewendeten Druckes beim
Herstellungsprozess mit dem EmulsiFlex-C5.

Druck D10 in pm D50 in pm D90 in um
50 bar 0,192 0,413 1,426
250 bar 0,169 0,265 0,491
500 bar 0,150 0,211 0,334
750 bar 0,159 0,236 0,457
1000 bar 0,153 0,225 0,518
1500 bar 0,152 0,224 1,234

In Tab. 8 sind die Ergebnisse der LD in Abhéngigkeit des angewendeten Druckes bei der
Hochdruckhomogenisation dargestellt. Die erforderliche enge Grolienverteilung wird bei
500-750 bar erreicht. Die Verringerung oder Erh6hung des angewendeten Druckes resultiert
in der Verbreiterung der Grél3enverteilung.

In der Darstellung der PartikelgréRenverteilung in Abhéangigkeit von der erreichten Zyklen-
zahl wird ersichtlich, dass nach der Anwendung von 5 Zyklen die beste Verteilung erreicht

wird (Abb. 12a). Mit steigender Zyklenzahl kommt es erneut zur Verbreiterung der Gréf3en-
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verteilung. Der Anstieg der PartikelgrofRe aufgrund steigender Zyklenzahlen oder des ange-
wendeten Druckes wird auf ein gleichzeitiges Stattfinden von Zerkleinerung und Koaleszenz
der dispersen Phase zurtickgefuihrt [137]. Der Einfluss der Ansatzmenge der Formulierung,
welche mit der PCS gemessen wurde, zeigt die Erh6hung des PDI ab 120 g (Abb. 12b). Ab
diesem Wert tritt eine Verbreiterung der Partikelgrof3enverteilung bei gleichbleibendem
Z-Average auf. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die CP-SLN gleichbleibend mit 500 bar
und 5 Zyklen mit einer maximalen Ansatzmenge von 100 g hergestellt. Diese Herstellungs-
werte wurden entsprechend der Voruntersuchungen fur alle herzustellenden SLN-Proben
ubernommen. Ubereinstimmende Herstellungsparameter werden auch in der Literatur ange-

geben, um vergleichbare CP-SLN unter 200 nm mit &hnlichen PDI zu erhalten [145].
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Abb. 12 Untersuchung der Herstellungsparameter des Hochdruckhomogenisationsprozesses mit dem
EmulsiFlex-C5. a) GroRenverteilung mit der LD der CP-SLN je nach Anzahl der angewendeten Zyk-
len. b) Einfluss der Menge des Probenansatzes auf den Z-Average und den PDI, gemessen mit der
PCS.

4.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Mittels TEM-Untersuchungen wurde die Form der CP-SLN in Abhéngigkeit des verwendeten
Emulgators untersucht (Abb. 13). Lipide kristallisieren bevorzugt in einer plattchenférmigen
Struktur der beta-Modifikation [136, 146]. Durch die Préparationsweise der Proben fir die
TEM-Aufnahmen (das Entfernen der Flussigkeit auf den Grids) kann ein Orientierungseffekt
auftreten [146]. Die Partikel bleiben mit der groRten Flache sichtbar liegen und erschweren
die Unterscheidung zwischen runden Partikeln und Plattchen [146]. Unabh&angig von dem
Orientierungseffekt konnten bei der Untersuchung Partikel gefunden werden, die sowohl auf
der breiteren als auch auf der schmalen Seite verblieben sind. Die Plattchenform konnte fr
beide Lipidformulierungen bestatigt werden, wobei der verwendete Emulgator keinen Ein-

fluss auf die Form der Partikel zeigt.
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Abb. 13 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von CP-SLN, stabilisiert mit P188 (links) und PS80
(rechts), zeigen auf der breiteren Seite liegende (Pfeilkopf) und auf der schmalen Seite stehende
(Pfeil) Partikel.

4.1.3 PartikelgrofRenanalytik

Im Hinblick auf die Verdaustudien muss die Vergleichbarkeit der SLN-Formulierungen hin-
sichtlich der GroRe bzw. Grolenverteilung, des ZP, des thermischen Verhaltens und des
optischen Erscheinungsbildes gegeben sein. Um den Einfluss der pankreatischen Lipase auf
den Abbauprozess von CP zu bestimmen, wurden SLN mit P188 und dem Lipasehemmer
Orlistat (CP-SLN P188+0) hergestellt.

Abb. 14 Fotografische Aufnahmen der Vials mit den Proben. a) CP-SLN P188 b) CP-SLN P188+0
c) CP-SLN PS80.

Die in Abb. 14 dargestellten Suspensionen CP-SLN P188, CP-SLN P188+0O und
CP-SLN PS80 haben eine diunnfliissige Konsistenz und sind nicht durchscheinend. Das Er-
scheinungsbild ist vergleichbar mit der Beschreibung anderer CP-SLN Formulierungen mit
identischem Lipidgehalt [70]. Die Proben kénnen optisch nicht voneinander unterschieden
werden.

Die GroéfRencharakterisierung im Nanometerbereich ist komplex, da die Messprinzipien der
Methoden (wie z.B. PCS) durch die Berechnungsgrundlagen auf der Annahme der sphatri-
schen Form der Partikel beruhen. Infolge dessen sind Ungenauigkeiten bei unregelmafig
geformten Partikeln, wie bei den vorliegenden SLN-Suspensionen, mdglich [136].
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Abb. 15 PartikelgréRencharakterisierung, Messungen der Proben CP-SLN P188, CP-SLN PS80 und
CP-SLN P188+0 mit a) PCS, b) NTA und c) LD.

Zur Beschreibung der Partikelgrof3e wurden mehrere Messmethoden verwendet. Die PCS ist
als Standardmethode fir die Messung im Nanometerbereich etabliert, wobei neben der Gro-

Benverteilung auch der intensitatsgewichtete Z-Average und der PDI zur Bewertung der Pro-
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ben herangezogen werden. Aufgrund des eingeschrankten Messbereiches der PCS (<6 pm)
wurde zusétzlich die LD verwendet (Abb. 15a und c). Die Messungen mittels LD zeigen als
volumengewichtete Verteilung einen D50 von 164-165 nm an und es wurden keine Partikel
oberhalb von 1 pm erfasst. Die vermessenen Proben ergaben ein einheitliches Probenbild
mit vergleichbaren GroR3enverteilungen. Der Z-Average der PCS Messungen liegt mit
180-190 nm geringfligig Uber den gemessenen D50 Werten der LD. Die Differenzen liegen
an der unterschiedlichen Mess- und Berechnungsweise der Geréate und kénnen durch die
Intensitatswichtung, bei der groRere Partikel starker betont werden (bei Faktor 10 gilt eine
um den Faktor 10° starkere Betonung), und der Angabe des hydrodynamischen Partikel-
durchmessers bei der PCS begrindet werden. Die Partikel besitzen enge GréRRenverteilun-
gen, welche ebenfalls keine Partikel >1 um zeigen und mit PDI Werten unter 0,1 fur die Ho-
mogenitat der Proben sprechen [147]. Erganzend wurden die Proben mittels NTA betrachtet.
Diese Technik beruht auf der Darstellung einzelner NP im Probenfeld und auf deren 2D-
Messung der Brownschen Molekularbewegung. Durch die Anwendung der Stokes-Einstein-
Gleichung wird im Gegensatz zur PCS fir jedes Partikel separat der hydrodynamische
Durchmesser berechnet [148]. Ein Nachteil der PCS liegt in der schlechten Peakauflosung
bei engen bi- oder mehrmodaligen Verteilungen [148]. Die NTA ermdoglicht hingegen die ak-
kurate Peakauflésung diverser GréRenpopulationen [148]. Durch die Visualisierung der Pro-
ben erganzt die NTA somit die Messungen der PCS.

Die Vergleichbarkeit und die Monomodalitat der Proben werden durch die Messungen mittels
NTA bestatigt. Die gemessenen Mittelwerte und Modi sind kleiner als die Z-Averages, wel-
ches durch die anzahlgewichtete Messweise sowie die Messung von einer geringen Anzahl
an Partikeln (40-60 pro Messung) erklart werden kann (Abb. 15b). Legt man anstatt der in-
tensitatsgewichteten die anzahlgewichte Messung des Zetasizers zugrunde, zeigt sich, dass
Uber 95 % der Partikel eine Gro3e unter 295 nm besitzen. Hierbei wird deutlich, dass die
Wahrscheinlichkeit der Erfassung sehr gro3er Partikel mit der NTA bei den wenigen gemes-
senen Partikeln gering ist und resultierend leichte Unterschiede zwischen dem Mittelwert der
NTA und dem Z-Average der PCS auftreten kénnen. Filipe et al. haben beide Messmetho-
den verglichen und ebenso gezeigt, dass der Mittelwert der NTA kleiner als der Z-Average
sein kann [148]. Die Differenz der Mittelwerte und der Z-Averages liegt zumeist zwischen
20-40 nm [148, 149].

Die Ergebnisse der unabhangigen Messmethoden zeigen die Vergleichbarkeit und enge
GroRRenverteilung der Proben untereinander. Es wurden keine Partikel im Mikrometerbereich
detektiert. Der Zusatz von Orlistat beim Herstellungsprozess von den P188-stabilisierten Par-
tikeln hat keinen Einfluss auf die resultierende Grof3e der Partikel.

Neben den SLN kdnnen auch weitere kolloidale Strukturen in den Proben vorhanden sein

[136]. Diese sind durch den Emulgator bedingt, der als Monomer an der Lipidoberflache zur
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Stabilisierung und als Mizellen auftreten kann [136]. Die Mizellen sind in den meisten Fallen
kleiner als die NP [4]. Wegen der geringeren Grol3en sind diese Strukturen nur schwer zu
detektieren, da die Lichtintensitdt des an den grofReren Partikeln gebeugten Lichtes Uber-
wiegt [4]. Bei der NTA-Methode ist die Detektion dieser Strukturen zusatzlich durch den
Messbereich (ab 10-20 nm) sowie aufgrund der starken Probenverdiinnung erschwert.

4.1.4 Zetapotential

Mit der Messung des ZP wird die Oberflachenladung der NP betrachtet. Ein ausreichend
hohes Potential erhdht die Stabilitdt von elektrostatisch stabilisierten Nanosuspensionen,
welche durch eine erhdhte Partikelabsto3ung erreicht wird [67]. Bei NP-Formulierungen, die
sterische Stabilisatoren enthalten, kann diese Betrachtung nicht angewendet werden [136].
Hier steht die sterische Stabilisierung von Suspensionen im Vordergrund und das gemesse-
ne ZP wird zum Informationserhalt Giber die bestehende Oberflachenladung herangezogen.
Die CP-SLN Formulierungen zeigen ein negatives ZP (Tab. 9). Die Einarbeitung von Orlistat
hat nur einen geringen Einfluss auf das resultierende ZP. Lipidformulierungen mit nichtiono-
genen Emulgatoren besitzen theoretisch keine Ladungen, kénnen aber aufgrund von freien
Fettsduren oder produktions- bzw. lagerungsbedingten Verunreinigungen mit negativer La-
dung ein negatives Potential aufweisen [140].

Tab. 9 Erhaltene Messwerte des ZP der Proben.

Probe ZP in mV
CP-SLN P188 127402
CP-SLN PS80 10,7403
CP-SLN P188+0 176407

4.1.5 Dynamische Differenzkalorimetrie

Mit der DCS wurde das Schmelzverhalten des CP-Bulks sowie der SLN-Formulierungen
CP-SLN P188, CP-SLN PS80, CP-SLN P188+0O und des Orlistats in jeweils zwei Auf-
heizzyklen Uberpraft.

Das Schmelzverhalten des CP-Bulks bei der ersten Aufheizkurve ist gekennzeichnet durch
einen Schmelzpunkt von 52,7 °C (Abb. 16a unten, Tab. 10). Im zweiten Heizvorgang tritt ein
weiterer Schmelzpunkt von 40,1 °C auf, welcher durch die auftretende Polymorphie des CP

hervorgerufen werden kann [150, 151], welche bei Lipiden Ublich ist [152].
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Tab. 10 Schmelz- und Kristallisationspunkte der SLN-Proben, welche mittels DSC ermittelt wurden.

Schmelzpunkt in °C  Kristallisationspunkt in °C Schmelzpunkt in °C

Probe

1. Aufheizkurve Abkuhlkurve 2. Aufheizkurve
Bulk 52,7 43,3 40,1; 51,2
Orlistat 45,6 - -
CP-SLN P188 49,3 18,9 49,4
CP-SLN PS80 48,5 18,4 48,4
CP-SLN 49,0 19,3 49,0

Der Schmelzpunkt der CP-SLN P188 liegt bei 49,3 °C und im Vergleich zum Bulk tritt eine
Schmelzpunktdepression auf (Abb. 16a oben). Westesen et al. berichten bei SLN Formulie-
rungen von geringeren Schmelzenthalpien und 2-3 °C niedrigeren Schmelzpunkten als der
Bulk [153]. Diese konnten bei den vorliegenden Partikeln sowie auch bei weiteren CP-SLN in
der Literatur bestatigt werden [145, 150, 151]. Die Verringerung der Schmelzenthalpie, des
Schmelzpunktes und der Onset-Temperatur ist auf die Grof3e im Nanometerbereich, die ver-
bundene hohe spezifische Oberflache und auf die Anwesenheit von Emulgatoren zurtickzu-
fihren [154]. Die Lipid-NP weisen eine geringere Gitterordnung als der Bulk auf, welche flr
die Uberwindung der Gitterkrafte einen geringeren Warmeeintrag benétigten [150].
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Abb. 16 a) DCS Kurven der ersten und zweiten Aufheizkurve des CP Bulks und CP-SLN P188. Die
oberen Thermogramme sind zur besseren Visualisierung entlang der Y-Achse verschoben. b) Abkuhl-
kurve vom CP-Bulk im Vergleich zu CP-SLN P188.

Bei dem Vergleich der Abkihlkurven des Bulks und der CP-SLN P188 wird ein verzdgerter
Kristallisationspeak ersichtlich, der bei 18,9 °C statt bei 43,3 °C auftritt (Abb. 16b). Bei NP-
Suspensionen, die mittels temperierter Hochdruckhomogenisation hergestellt worden sind,
kann das Phanomen der unterkihlten Schmelze eintreten. Hierbei liegt nach der Herstellung
die Lipidphase nicht im festen sondern weiterhin im flissigen Zustand, entsprechend einer
Nanoemulsion, vor. Bei unterkiihlten Schmelzen kann der Temperaturunterschied des Kris-
tallisationspunktes zwischen dem Bulk und der kolloidalen Dispersion Uber 20 °C betragen
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[153]. Auch Jenning et al. berichteten bei CP-SLN von der hohen Tendenz zur Ausbildung
von unterkuhlten Schmelzen [155]. Falls die Kristallisation nicht durch Kuhlen nach der Her-
stellung forciert wird, kann die Lipiddispersion im Stadium der unterkihlten Schmelze tber
langere Zeit bestehen bleiben [153]. Die geringe thermodynamische Stabilitdt des Zustandes
fuhrt zu Lagerungsproblemen [153]. Das Phanomen ist durch die bendtigte Anzahl an Kristal-
lisationskeimen erklarbar, die bedingt durch die kleine PartikelgroRe sehr gering ist [136]. Je
kleiner die lipophile disperse Phase ist, desto wahrscheinlicher und ausgepréagter ist dieser
Effekt [136]. Bei dem Bulk hingegen ist durch die durchgehende Phase eine fortfihrende
Kristallisation gegeben [4]. Die eintretende Kristallisation bei nanodispersen Lipidformulie-
rungen muss aufgrund dessen z. B. durch geringe Temperaturen erzwungen werden [4].
Durch die DSC-Analyse wurde nachgewiesen, dass die vorliegenden CP-SLN Formulierun-
gen zur Ausbildung unterkiihlter Schmelzen neigen. Bei dem Vergleich der ersten und zwei-
ten Aufheizkurve ist der gleichbleibende Verlauf und Energieeintrag der Kurven erkennbar.
Die Enthalpie fur beide Aufheizkurven sowie die Abklhlkurve liegen im Mittelwert bei
1,303 J/g (x 0,057 J/g). Aufgrund dessen kann von einer vollstandigen Kristallisation der
Proben nach der Herstellung ausgegangen werden. Die Bestéatigung des festen Zustandes
der Partikel ist zusétzlich durch die TEM-Aufnahmen erfolgt (Kapitel 4.1.2).
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Abb. 17 a) DSC Kurven der Formulierung CP-P188+0O im Vergleich zum Orlistat. b) Vergleich der
ersten Aufheizkurve der Formulierungen CP-SLN P188; CP-SLN P188+0O und CP-SLN PS80. Die
oberen Thermogramme sind zur besseren Visualisierung entlang der Y-Achse verschoben.

Im Folgenden wurde das Schmelzverhalten der Formulierung CP-SLN P188 + O im Vergleich
zum Orlistat untersucht (Abb. 17a). Orlistat weist einen Schmelzpunkt von 45,6 °C auf. Die
gemeinsame Verarbeitung der CP-SLN mit Orlistat zeigt keine Auswirkung auf das Schmelz-
verhalten der Probe CP-SLN P188+0. Der Schmelzpeak des Orlistats ist aufgrund des ge-
ringen verwendeten Anteils von 0,5 % (bezogen auf die Lipidmenge) von dem Schmelzpeak
des CP uberlagert.

Die verschiedenen SLN-Formulierungen weisen einen vergleichbaren Verlauf in der Aufheiz-

kurve (Abb. 17b) sowie nahe beieinanderliegende Schmelz- und Kristallisationspunkte auf
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(Tab. 10). Die Anwendung der Emulgatoren PS80 und P188 hat schlussfolgernd keine Aus-
wirkungen auf das Schmelzverhalten der Formulierungen. Durch die Ubereinstimmung der
Ergebnisse der Proben kann in den nachfolgenden Studien von einem vergleichbaren ther-

mischen Verhalten ausgegangen werden.

4.1.6 Stabilitatsmessungen

Fur die folgenden Untersuchungen des Verdaus der Partikel muss die Probe eine ausrei-
chende Stabilitat und eine enge GroRRenverteilung aufweisen, um Kristallwachstum durch die
Ostwaldreifung zu vermeiden [136]. Die Stabilitatsuntersuchungen wurden ausfthrlich fur die
Probe CP-SLN P188 durchgefuhrt, um die unterschiedlichen Stabilitatsbedingungen zu ver-
gleichen (Abb. 18). Als Lagerbedingungen wurden die Kihlschrank-Lagerung (4-8 °C) sowie
die Lagerung bei Raumtemperatur und bei 37 °C ausgewahlt. Die Stabilitatsstudien erfolgten

jeweils unter Lichtausschluss.

300 nach Herstellung [0
250 ] Lagerung L
1 [_1im Kthischrank 0,20
1 [ bei Raumtemperatur [
. 200 - B bei 37 °C i
c 1 & & A B + = T = 0,15
£ 1 7 i [
® 150 | o
g ] 7 I [ I L o
$ 1 &t 1 1| 0,10
< 100 | } 1
N B | J
1 7 [
8 7 0,05
50 | / [
0 L 0,00

0d 10d 20d 30d 60d
Messzeitpunkte

Abb. 18 Stabilitat der Formulierung CP-SLN P188 Uber 2 Monate.

Uber den untersuchten Zeitraum von zwei Monaten traten bei den vermessenen Suspensio-
nen bei Kihlschranklagerung nur geringe messbedingte Schwankungen auf. Bei dem Ver-
gleich der verschiedenen Bedingungen zeigten sich auch bei Lagerung bei Raumtemperatur
und 37 °C keine relevanten Anderungen der PartikelgroRRe oder des PDI. Die Suspensionen
weisen bei allen Lagerbedingungen eine ausreichende Stabilitat auf.

Die Proben wurden im Kuhlschrank gelagert und zeitnah fir fortfihrende Experimente ver-
wendet. Zur routinemaligen Kontrolle wurde die Stabilitdt anhand von PCS Messungen fir
alle Proben in regelmafRigen Abstanden Gber 2 Monate Uberprift (Tab. 11). Es konnten keine
nennenswerten Verédnderungen uber den gemessenen Zeitraum zu den Ausgangswerten in
Abb. 15 festgestellt werden. Zur langerfristigen Aufbewahrung von SLN wird empfohlen, die-

se zu lyophilisieren [156, 157].
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Tab. 11 GrofRenmessung mit PCS der CP-SLN Formulierungen tber 2 Monate bei der Lagerung im
Kuhlschrank.

Probe Z-Average in nm PDI

CP-SLN P188 182,8 0,092
CP-SLN PS80 178,7 0,070
CP-SLN P188+0 183,3 0,083

4.1.7 Einfluss der verwendeten Emulgatoren Poloxamer 188 und Polysorbat 80
auf den Verdau von Cetylpalmitatnanopartikeln

Der Pankreatinverdautest wurde in den Medien FaSSIF und FeSSIF durchgefiihrt. Bei der
pH-stat Methode entspricht das verbrauchte Volumen an NaOH-Mafldsung (0,1 mol/l) einem
Aquivalent entstehender freier Fettsauren. Das Volumen wurde zur Berechnung der enzyma-
tisch gespalteten Menge, bezogen auf den Einsatz des CP unter der Annahme der Spaltung
in je ein Molekul Cetylalkohol und Palmitinsaure, herangezogen.

a) ohne Pankreatin b) mit Pankreatin
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Abb. 19 a) Nicht enzymatische Hydrolyse ohne Pankreatinzugabe und b) Verdau mit Pankreatinzuga-
be der Medien und der CP-SLN P188 nach 120 min, bestimmt mit der pH-stat Methode.

Im Vorfeld der Verdauversuche wurde die nicht enzymatische Hydrolyse der Medien und der
Formulierung CP-SLN P188 in Abhangigkeit des Pankreatineinsatzes bestimmt (Abb. 19).
Die Medien ohne Pankreatinzugabe selbst unterliegen Uber den Zeitraum von zwei Stunden
geringen pH-Wertveranderungen (Abb. 19a). Die Formulierung CP-SLN P188 und die
Medien ohne Pankreatineinsatz weisen einen Verbrauch an NaOH-MalR3Idsung in vergleich-
barer Menge auf. Fur die CP-SLN P188 wurde kein erhghter Verbrauch an Maf3lésung de-
tektiert. Dieses zeigt, dass die Lipidformulierung keiner zusatzlichen nicht enzymatischen
Hydrolyse in den Medien unterliegt.

Mit der Zugabe von Pankreatin wurde der enzymatische Verdau der Medien bestimmt (Abb.
19b). Hierbei wird deutlich, dass die Medien einen enzymatischen Abbau durch das Pan-
kreatingemisch aufweisen. Die im Enzymgemisch enthaltenen PLA2, CEH und PLRP2 kon-
nen zum Abbau der Phospholipide und der Gallensalze beitragen [14]. Die entstandenen

freien Sauren wurden als Blindwert gekennzeichnet und werden bei den Verdaustudien
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berlcksichtigt. Die Formulierung CP-SLN P188 zeigt im Vergleich erhdhte Werte (Verdau
der Formulierung).

Der zeitliche Verlauf des Verdaus (mit Pankreatin) der Formulierungen CP-SLN P188 und
CP-SLN PS80 mit der pH-stat Methode tber 120 min ist in Abb. 20a und b dargestellt. Der
Vergleich der Verdaukurven zeigt, dass beide Formulierungen einem enzymatischen Verdau
unterliegen und Unterschiede zum Blindwert aufweisen. Bei dem Verbrauch der Maf3l6sung
sind fur die Formulierung CP-SLN PS80 hdhere Werte detektiert worden. Die Differenz ist im
FaSSIF geringer als im FeSSIF. Ein deutlicher Anstieg der verbrauchten NaOH-MaRl6sung
ist bei den Blindwerten sowie bei den Formulierungen in den ersten 10-30 min zu erkennen.

AnschlieRend findet ein langsamer Anstieg bzw. eine Stagnation des Verdaus statt.
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Abb. 20 Zeitlicher Verlauf des Verbrauchs an NaOH-Maf3lésung mit der pH-stat Methode von den
Formulierungen CP-SLN P188 und CP-SLN PS80 (a und b) sowie von den Emulgatoren P188 und
PS80 (c und d) im FaSSIF (a und c) und im FeSSIF (b und d) tber 120 min.

Uber die letzten Jahrzehnte ist der Einfluss der Emulgatoren auf den Verdau untersucht wor-
den [44, 65, 158-160]. Hierbei wurde von mehreren Arbeitsgruppen ein enzymatischer Ver-

dau von den Emulgatoren durch gastrointestinale Enzyme festgestellt [28, 49, 64, 132].
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Die Verdaubarkeit der verwendeten Emulgatoren P188 und PS80 ist im Weiteren untersucht
worden (Abb. 20c und d). Dazu wurde der jeweilige Emulgator zu gleicher Menge wie in der
Probe vorhanden zu den Medien hinzugefiigt. Fir PS80 ist ein erhéhter Verbrauch der Mal3-
[6sung zu erkennen, welches den Abbau des Emulgators PS80 anzeigt. Aufgrund dessen
setzt sich das Messergebnis fir den enzymatischen Abbau von CP-SLN PS80 aus der Frei-
setzung der Fettsauren des CP sowie der Olsaure des Emulgators zusammen. Im Gegen-
satz dazu ist der Kurvenverlauf von P188 vergleichbar mit dem des Blindwertes, so dass bei
CP-SLN P188 kein gesonderter Verbrauch der MaRlosung fur den Emulgator betrachtet
werden muss. Die Ergebnisse bestéatigen die Beobachtungen von verdaubaren Estergruppen
in Emulgatoren [65].

Der enzymatische Abbau dieser Emulgatoren kdnnte statt Uber die klassische Lipa-
se/Colipase-Reaktion Uber das ebenfalls im Pankreasgemisch enthaltene Enzym CEH erfol-
gen [160]. Fernandez et al. konnten nur eine geringe Aktivitdt der Lipase fir PEG-Ester
nachweisen [28]. Die hochste Spezifitat fir PEG-Ester zeigte sich hingegen bei CEH [28],

Uber welche der Abbau von PS80 demnach mdglich ist.

4.1.8 Vergleich zwischen der HPTLC und der pH-stat Methode beim Verdautest
mit Cetylpalmitatnanopartikeln

Die HPTLC wurde als zuséatzliche Methode zur Quantifizierung der freien Fettsduren wah-
rend des Verdaus aufgrund der Moglichkeit unzureichender Dissoziation der langkettigen
Fettsduren bei der pH-stat Methode ausgewahilt.

a) a
4004
Laufmittelfront
300+
200+ Palmitinsaure
| Gallensalze
100 S -
0
0.07 0.27 0.47 0.67 0.87 1.07 Rf
b) AU
400 Cetylpalmitat
Laufmittelfront
300
Palmitinsaure
200 Cetylalkohol
Gallensalze
100 = |
0

0.07 0.27 0.47 0.67 0.87 1.07 Rf

Abb. 21 Chromatogramm der HPTLC vom a) FaSSIF-Medium und b) CP-SLN P188 im FaSSIF nach
120 min.
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Die Anwendung der HPTLC ist fur biologische Lipidextrakte aufgrund der Robustheit die Me-
thode der Wahl [134]. Diese wurde schon mehrfach fur die Bestimmung des in vitro Verdau-
tests eingesetzt [43, 131, 132], da die Auftrennung der einzelnen Lipidfraktionen dissozia-
tions- bzw. pH-unabhéngig erfolgt [45].

Reprasentative Chromatogramme vom FaSSIF-Medium (Blindwert) und der Formulierung
CP-SLN P188 im FaSSIF zeigen die Auftrennung in die Fraktionen der Gallensalze, der
freien Fettsauren sowie der Fettalkohole und des CP (Abb. 21). Die Fraktionen wurden auf
die im CP am haufigsten vorkommende Fettsdaure Palmitinsaure und den Fettalkohol Cetyl-
alkohol standardisiert. Im Gegensatz zu dem Medium sind bei der Probe die zusatzlichen
Peaks der Fettalkohole, des CP sowie ein erhdhter Peak der Fettsauren zu finden. Letztge-

nannter wurde zur Analyse der Ergebnisse herangezogen.

a) FaSSIF b) FeSSIF

2504 [ pH-stat 2504 ] pH-stat
5 [ HPTLC s [ HPTLC
E 200 E 200
£ c
c c
3 1501 @ 150
3 =}
=0 0
£ £
o 100 © 100
w w
2 o)
° o}

0 0=
Blindwert P188 PS80 CP-SLN CP-SLN Blindwert P188 PS80 CP-SLN CP-SLN

P188 PS80 P188 PS80

Abb. 22 Ergebnisse der HPTLC und pH-stat Messungen hinsichtlich freier Fettsduren im a) FaSSIF
und b) FeSSIF nach 120 min.

Der Vergleich der Ergebnisse der pH-stat Methode und der HPTLC-Methode nach 120 min
ist in Abb. 22 dargestellt. Die Werte der HPTLC Methode von den Blindwerten und den Pro-
ben sind im FaSSIF geringfligig hdher als die mit der pH-stat Methode detektierten freien
Sauren. Im FeSSIF ist diese Differenz ausgepragter, was bei der Titration fir eine unzu-
reichende Detektion der Fettsduren, welche durch das Gallensalz/Lecithin-Gemisch in den
Medien vorhanden sind, spricht. Durch die Beachtung der jeweiligen Blindwerte werden die
Unterschiede jedoch nivelliert und eine Bewertung der Differenzen zwischen den Proben
kann vorgenommen werden. Diese zeigt denselben Trendverlauf der Ergebnisse beider Me-
thoden. Die Bestimmung der Formulierungen CP-SLN P188 und CP-SLN PS80 resultiert in
hoheren Werten als die jeweiligen Blindwerte im FaSSIF und FeSSIF. Der enzymatische
Verdau des Emulgators PS80 wird durch die HPTLC Untersuchung ebenfalls bestatigt, wo-
hingegen bei P188 vergleichbare Werte wie bei den Blindwerten aufgenommen worden sind.
Zum Vergleich der Methoden wurde die Titrationseffizienz bestimmt (Gleichung (5)). Unter
Bertcksichtigung des jeweiligen Blindwertes wurden in der Berechnung diese von den dazu-

gehorigen Ergebnissen der Formulierungen subtrahiert.
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Fettsauren (pH-stat Methode) [umol] (5)

Titrationseffizienz [%]= Fettsauren (HPTLC) [umol] x 100 %

Bezugnehmend auf den Verdau des Emulgators PS80 wurde bei der Probe CP-SLN PS80
zwischen dem Gesamtverdau der Formulierung sowie dem separaten Abbau des Emulga-
tors PS80 unterschieden. Zur Bestimmung des enzymatischen Abbaus der CP-SLN wurden
die Messergebnisse von PS80 von dem Gesamtverdau subtrahiert (Tab. 12).

Die bei PS80 freigesetzte Olsaure wurde bei der Titration zu einem Anteil von 60,4 % im
FaSSIF und bei 91,8 % im FeSSIF erfasst. Die unvollstandige Detektion kann auf eine unzu-
reichende Dissoziation der Olsaure zuruickgefiihrt werden. Die Erfassung des Gesamtver-
daus der Probe CP-SLN PS80 war ebenfalls unvollstandig. Fir die ermittelten Werte der
CP-SLN ergibt sich eine gute Titrationseffizienz im FaSSIF. Im FeSSIF werden im Gegen-

satz nur 54,7 % der mit der HPTLC detektierten Fettsauren auch mit der Titration erfasst.

Tab. 12 Titrationseffizienz der pH-stat Methode zur HPTLC von CP-SLN PS80 und CP-SLN P188.
Errechnet aus den jeweiligen Mittelwerten von drei Messversuchen.

CP-SLN PS80 CP-SLN P188
Gesamt- Teilverdau Teilverdau
verdau PS80 CP-SLN
FaSSIF 87,3 % 60,4 % 105,0 % 95,8 %
FeSSIF 64,8 % 91,8 % 54,7 % 97,8 %

Bei den P188-stabilisierten Partikeln ergibt sich hingegen eine sehr gute Titrationseffizienz
von 95,8 % (FaSSIF) und 97,8 % (FeSSIF). Bei dieser Formulierung zeigt sich die Unabhan-
gigkeit der Detektion der freien Fettsauren von der Gallensalz/Phospholipid-Konzentration in
den Medien. Resultierend ist die pH-stat Methode geeignet, um quantitative Aussagen zu
dem Verdau der Formulierung CP-SLN P188 treffen zu kénnen.

In Abhé&ngigkeit der verwendeten Lipide und Hilfsstoffe zeigt die pH-stat Methode aber unzu-
reichende Ergebnisse. Diese Methode lag ebenso bei den von Sek et al. untersuchten For-
mulierungen mit der Bestimmungseffizienz hinter der HPTLC zuriick. Im Besonderen traf
dies fir Formulierungen mit langkettigen Lipiden zu [45].

Die Diskrepanz zwischen der Titration und weiteren Methoden konnte von Helbig et al. be-
statigt werden. Hierbei wurde die Lipolyse von Molkeproteinisolat- oder Gummi arabicum-
stabilisierten Trioleinemulsionen mit der pH-stat Methode und der GC untersucht. Abhangig
von den verwendeten Emulgatoren wurden abweichende Messergebnisse mit der GC und
der pH-stat Methode detektiert. Fur die mit Molkeproteinisolat-stabilisierte Emulsion wurden
2- bis 3-fach hohere Werte fur freie Fettsauren mit der GC als mit der Titration erhalten, wo-

hingegen ein wesentlich besserer Korrelationsfaktor fir die mit Gummi arabicum-stabilisierte
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Emulsion gefunden wurde (Korrelationsfaktor: 0,9 (Gummi arabicum) zu 0,3 (Molkeprotein-
isolat)) [42].

Die Ergebnisse in der vorliegenden Studie zeigen ubereinstimmend, dass die Bestimmungs-
effizienz der pH-stat Methode in Abhangigkeit der Verdaumedien sowie von den Hilfsstoffen
mit langkettigen Fettsauren unterschiedliche Ergebnisse zu Referenzmethoden (z.B.
HPTLC, GC) aufweisen kann. Durch die Komplexitdt der verwendeten Verdaumedien sind
die Aussagen nicht auf andere Formulierungssysteme (z.B. SLN mit gleichem Lipid, aber
unterschiedlichem Emulgator) Ubertragbar. Es wurde gezeigt, dass bei der Anwendung der
pH-stat Methode bei pH 6,8 die Erfassung von langkettigen Fettsdauren aufgrund eines
hdheren pKs-Wertes (Tab. 1) unvollstandig sein kann. Um die Aussagekraft eines untersuch-
ten Systems mit der pH-stat Methode zu Uberprifen, sollte diese daher mit einer zweiten

dissoziationsunabhangigen Methode untersucht werden.

4.1.9 Auswirkung der Ricktitration im Anschluss an die pH-stat Methode beim
Lipidverdau

Die Rucktitration wird zur Detektion nicht dissoziierter freier Fettsauren mit der pH-stat Me-
thode genutzt. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, diese mit den Ergebnissen der
HPTLC im Hinblick auf unterschiedliche pH-Werte zu vergleichen. Hierzu wurde der pH-Wert
nach der Messzeit von 120 min sofort auf die jeweiligen pH-Level angehoben. Zur Erfassung
nicht enzymatischer Hydrolyseprozesse der Medien wurde fir jeden pH-Wert ein separater
Blindwert bestimmt und von den erhaltenen Messergebnissen subtrahiert.

Der Vergleich der Messergebnisse der pH-stat Methode und der HPTLC-Methode mit den
erhaltenen Werten fur die Ruicktitration nach 120 min wurde fir die pH-Werte im Bereich
7,5-10 durchgefiihrt (Abb. 23). Bei der Formulierung CP-SLN P188 konnte mit der HPTLC
bestatigt werden, dass bei pH 6,8 die Detektion der freien Fettsauren vergleichbar ist (Abb.
23a und b; Kapitel 4.1.8). Mit der Anwendung der Ricktitration und dem verbundenem
pH-Anstieg finden formulierungsbedingte basenkatalysierte Hydrolyseprozesse statt. Die
Menge an erfassten Sauren steigt mit zunehmendem pH-Wert bis 9,5 (FeSSIF) bzw. 10,0
(FaSSIF) an, so dass fir die verschiedenen pH-Werte unterschiedliche Ergebnisse detektiert
worden sind.

Bei CP-SLN PS80 ist die pH-stat Methode durch die mangelnde Detektion der Olsaure bei
dem Verdau von PS80 unzureichend und starke Unterschiede zwischen den Methoden zei-
gen sich im Besonderen im FeSSIF (Abb. 23c und d). Mit der Anwendung der Rucktitration
ist der gleiche Trend wie bei CP-SLN P188 zu erkennen. Mit steigendem pH-Wert wird ein
kontinuierlicher Anstieg an freien S&uren detektiert, wobei die Ergebnisse der HPTLC bei
den pH-Werten 8,0 (FaSSIF) und 8,5 (FeSSIF) erreicht werden. Dies zeigt ebenfalls die Un-

zuverlassigkeit der Rucktitration.
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Abb. 23 Ergebnisse der pH-stat Methode nach 120 min mit anschlieender Rucktitration im Vergleich
zur HPTLC von den Formulierungen CP-SLN P188 (a und b) und CP-SLN PS80 (c und d) im FaSSIF
(a und c¢) und im FeSSIF (b und d).

Die Erfassung nicht dissoziierter Fettsduren kann sich mit basenkatalysierten Vorgangen der
Formulierung tberlagern und eine Fehlinterpretation der Ergebnisse wére in Abh&ngigkeit
des gewahlten pH-Wertes fur die Rucktitration die Folge. Eine vollstandige Deprotonierung
und Detektion aller freien Fettsduren ist aufgrund der komplexen Medien und infolge der
nicht einschatzbaren pKs-Werte der langkettigen Fettsduren bei einem bestimmten pH-Wert
nicht vorauszusetzen. Die Rucktitration ist aufgrund dieser Ergebnisse fir die anschlieRende

Erfassung der undissoziierten Fettsauren bei der pH-stat Methode nicht geeignet.

4.1.10 Einfluss von Orlistat auf das Verdausystem und den Verdau von Cetyl-
palmitatnanopartikeln

Orlistat (Tetrahydrolipstatin) ist ein selektiver Lipaseinhibitor fiir den Fettverdau. Es wird ge-
gen Adipositas eingesetzt und besitzt antihypercholesterolemische Aktivitat [161]. Orlistat
bindet kovalent an die pankreatische Lipase [161], wobei die hohe Selektivitat von Orlistat zu
der Lipase durch die Konzentration zur Hemmung weiterer Enzyme, wie z.B. Esterasen,

ersichtlich wird [162]. Diese liegt um den Faktor 1000 hoher als die notwendige
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Konzentration fur die Lipase [162]. Neben der Auswirkung der Lipaseaktivitat auf mittelketti-
ge Triglyceride (MCT) untersuchten Fernandez et al. die Effekte der Lipase auf PEG-Ester
sowie Mono- und Diglyceride [28]. In der Studie zeigte die Lipase eine sehr niedrige Aktivitat
fur Labrasol®, PEG-Ester und Monoglyceride [28]. Die Letztgenannten weisen gleichfalls wie
das in dieser Studie verwendete CP nur eine einfache Esterbindung auf und sind Substrate
der Enzyme CEH und PLRP2 [28]. In Studien von Miiller et al. und Olbrich et al. hingegen
wurde mittels isolierter Lipasen die Aktivitat auf CP-SLN nachgewiesen [163, 164]. Ausge-
hend von diesen Beobachtungen wurde angenommen, dass der Abbauprozess von CP-SLN
mehreren Enzymen unterliegt.

In der vorliegenden Studie ist der Anteil des Abbaus von der pankreatischen Lipase in dem
Pankreatinenzymgemisch auf CP-SLN P188 untersucht worden. Aufgrund der hohen

Titrationseffizienz wurde bei den CP-SLN P188 nur mit dem pH-stat System gearbeitet.
FaSSIF FeSSIF

&
=

_ 1,8q—=—Blindwert 1,8 7—o— Blindwert
E 4]~ CP-SLN P188 16]—*—CP-SLN P188

€
£ —a— CP-SLN P188 + O £ —+— CP-SLN P188 + O
2 1,44 21,44 o
3 3
8 1,21 2 1,2-
= | =
T 1.0 z 1,01
E 0,81 S 08 ; I
c 0,6 g 06 /W%—H"“?———/‘{
= i . = i
S 0,24 w i g 0,2
So0fb—+—+——————— 200 T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Zeit in min Zeit in min
c) d)
180+ 180 -
160 i 4
- g 160
E 140 5 140 T
I
£ 120 < 120
3 1001 i 5 100
£ 80 £ 80+ I - I
w e Il l
o 607 L 60
o [0
™ 40 - JT. LIL_ 40
20 20
3 0
Blindwert Blindwert CP-SLN CP-SLN Blindwert Blindwert CP-SLN CP-SLN
+0 P188 P188+ 0 +0 P188 P188+0O

Abb. 24 Zeitlicher Verlauf des Verdaus von der Probe CP-SLN P188+0O im Vergleich zu
CP-SLN P188 mit der pH-stat Methode Uber 120 min (a und b). Ergebnisse des Verdaus nach
120 min (c und d) im FaSSIF (a und c) sowie FeSSIF (b und d).

Das Verdauexperiment tber 120 min mit der Probe CP-SLN P188+ 0O im Vergleich zu den
CP-SLN P188 ist in Abb. 24a und b dargestellt. Der Verlauf der Verdaukurve von
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CP-SLN P188+0 ist mit dem Verlauf des Blindwertes im FaSSIF sowie im FeSSIF ver-
gleichbar und es konnte kein Verdau der Formulierung CP-SLN P188 + O festgestellt werden.
Es findet eine vollstandige Hemmung des Abbauprozesses statt.

Zur Uberprufung des Einflusses des Orlistats auf den enzymatischen Verdau des Blindwer-
tes wurde in Vorversuchen eine ethanolische Orlistatiésung hergestellt. An dem Verdau von
einer MCT-Nanoemulsion wurde nachgewiesen, dass die ethanolische Orlistatldsung zur
Hemmung des Abbaus der Nanoemulsion fihrt. Diese Losung wurde anschlielend vor Be-
ginn des Verdauexperimentes zu den Medien dazugegeben und tber 120 min beobachtet
(Blindwert + O). Zur besseren Ubersicht wurden die Menge der detektierten Fettsauren dieser
Formulierung nach 120 min Verdau im Vergleich zu den orlistatfreien Blindwerten sowie den
Proben CP-SLN P188 und CP-SLN P188+0 in Abb. 24c und d dargestellt. Es wird ersicht-
lich, dass keine Differenzen zwischen den Blindwerten mit und ohne Orlistatzugabe auftreten
und der Wert des Blindwertes durch Orlistat nicht beeinflusst wird.

Es kann davon ausgegangen werden, dass bei einem Enzymgemisch nur die pankreatische
Lipase fir den Abbau von CP verantwortlich ist und die weiteren enthaltenen Enzyme keinen
Einfluss haben. Bisherige Studien mit CP haben die Lipase als isoliertes Enzym zum Abbau
von CP untersucht [163, 164]. In dieser Studie wurden zusatzlich weitere pankreatische En-
zyme, die im Enzymgemisch vorliegen, verwendet. Die Lipase wurde als einziges am Abbau
von CP beteiligtes Enzym herausgestellt. Die Vermutung, dass weitere Enzyme wie z.B.
CEH oder PRPL2 wegen der breiten Substratspezifitat und Aktivitat bei Monoglyceriden und
weiteren einfachen Estern [28] hauptverantwortlich fir den Abbau von CP sind, wurde nicht
bestatigt. Die Studie zeigt somit deutlich, dass neben den Triglyceriden auch einfache Ester-
bindungen, wie bei CP, Ausgangssubstrate fir die Lipase sind.

4.1.11 Abbau von Cetylpalmitatnanopartikeln

Fur die Proben CP-SLN P188 und CP-SLN PS80 wurden die prozentualen Abbauwerte, be-
zogen auf den CP-Einsatz im Verdaumedium, errechnet (Tab. 13).

Bei den Formulierungen wurden der Blindwert sowie der Verdau des Emulgators PS80 be-
riicksichtigt und von den entsprechenden Werten subtrahiert. Die Ergebnisse zeigen den
unvollstédndigen Abbau der CP-SLN. Fur SLN aus Wachsen wird Ubereinstimmend ein ver-
minderter Abbau im Vergleich zu Lipidemulsionen und SLN aus Triglyceriden beschrieben
[136]. Hochkristalline Substanzen, hochschmelzende Glyceride und Wachse werden auf-
grund des erschwerten Abbaus von dichten Kristallen oftmals nur teilweise oder gar nicht
verdaut [4].

Die Formulierung CP-SLN P188 weist vergleichbare Werte von etwa 30 % im FaSSIF und
FeSSIF mit der pH-stat Methode und der HPTLC auf. Der Abbau der Formulierung erfolgt

aufgrund dessen unabhéngig von der Gallensalz/Phospholipid-Konzentration der Medien.
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Bei den CP-SLN PS80 zeigt sich im FaSSIF ein geringerer Abbau mit der pH-stat Methode
und der HPTLC von 24 %. Im FeSSIF ist im Vergleich der beiden Methoden ein verminderter
Abbau bei der pH-stat Methode zu erkennen. Das HPTLC Ergebnis weist einen wesentlich
erhohten Verdau auf und die Differenz zeigt die ungenugende Erfassung der freien Fettséau-
ren bei der Titration der pH-stat Methode. Bei dieser Probe wird ein Unterschied zwischen
den Medien auch eindeutig ersichtlich.

Tab. 13 Prozentuale Abbauwerte der Formulierungen CP-SLN P188 und CP-SLN PS80 mit der
pH-stat Methode und der HPTLC. Die Blindwerte sowie der Verdau des Emulgators PS80 wurden bei
den Formulierungen bertcksichtigt und von den entsprechenden Werten subtrahiert.

Abbau in % FaSSIF FeSSIF
pH-stat HPTLC pH-stat HPTLC
CP-SLN P188 | 29.4+33 30,8+44 295+ 3,8 30,1+ 6,6
CP‘SF')-Q'8ES8O‘ 247 +3,0 235+ 26 239+ 4.4 437+57

Muller et al. untersuchten den Abbau von Natriumcholat-stabilisierten CP-SLN mit isolierter
Lipase durch den Tribungsgrad und Olbrich et al. Gberpruften den Abbau von CP-SLN mit
verschiedenen Emulgatoren (Cholsaure, Lecithin, Poloxamer 407 sowie PS80) durch ein
Fettsaure-Nachweiskit. Hier wurde jeweils bei den Natriumcholat- bzw. Cholsdure-
stabilisierten NP ein maximaler Abbau von 28 % [164] und 30 % [163] festgestellt. In der
vorliegenden Studie sind die CP-SLN P188 mit diesen Ergebnissen vergleichbar, da
Cholsaure/ Natriumcholat bzw. artverwandte Stoffe als Bestandteile im Gallensalz-Gemisch
in den Medien enthalten sind und P188 keine weiteren Effekte auf den Verdau der Partikel
zeigt. Mit dem Emulgator PS80 wurden bei Olbrich et al. ein geringerer Abbau von 20-25 %
gemessen [163]. Aufgrund der fehlenden Zugabe weiter Gallensalze zu der isolierten Lipase
und Colipase ist dieses Ergebnis mit dem FaSSIF-Status vergleichbar.

Bei LBDDS findet im FeSSIF durch die erhdhte Solubilisierungskapazitét der freien Fettsau-
ren infolge der erhéhten Gallensalz/Phospholipid-Konzentration oftmals ein erhéhter Verdau
statt. Die hemmenden Fettsdauren werden im FeSSIF von der LWG besser solubilisiert und
die Lipase besitzt die Moglichkeit zur Fortsetzung der Lipolyse. Sek et al. konnten dies flr
den Verdau von Formulierungen mit langkettigen Fettsduren nachweisen und zeigten fir
diese einen 2-fach hoheren Verdau im FeSSIF als unter niichternen Konditionen [45]. Diese
Erhdhung ist in der vorliegenden Studie bei der Formulierung CP-SLN PS80 zu erkennen.
Die Differenzen im Abbau zwischen den beiden Formulierungen kénnen in dem unterschied-
lichen Verhalten der verwendeten Emulgatoren begriindet sein. Die Rolle von Emulgatoren

in dem Verdauprozess wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Bei Feeney et al. werden
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von zwei gegensétzlichen Effekten fir ethoxylierte nichtionogene Emulgatoren berichtet, die
in der Literatur bei dem Verdau von LBDDS mit langkettigen Fettsauren beobachtet worden
sind [65]. Durch die Emulgatoren wird eine erhthte Solubilisierung von hemmenden Abbau-
produkten in Form von Mizellen oder komplexen Strukturen im Zusammenspiel mit Gallen-
salzen und Phospholipiden erreicht [44]. Im Gegensatz hierzu wird von einer Hemmung der
Lipolyse durch die Emulgatoren selbst berichtet [65]. Erste Untersuchungen auf diesem Feld
unternahmen Borgstréom und Erlanson [165]. Die hemmenden Effekte von Emulgatoren wer-
den auf das Verdrangen der Lipase von der LWG zurickgefiuhrt [23, 159], wobei die Anord-
nung und die Orientierung der Substratmolekile verandert und infolge dessen die Enzymad-
sorption beeinflusst werden kénnen [160]. Bei ethoxylierten Emulgatoren, wie bei den ver-
wendeten Emulgatoren P188 und PS80, kann durch die vorherrschende Huille auch die Bin-
dung des Lipase/Colipase-Komplexes verhindert werden [23]. Aufgrund der sterischen
Barriere der Emulgatoren um den Lipidtropfen bzw. -partikel ist deren Entfernung zumindest
teilweise zur Anlagerung des Lipase/Colipase-Komplexes erforderlich. Die Entfernung der
sterische stabilisierenden und stark adsorbierten Emulgatoren ist fir die Gallensalze umso
schwieriger, je groRer die Grenzflache ist, die diese einnehmen [158]. Dies wird in den Stu-
dien von Perez et al. verdeutlicht, in denen Poloxamer 407 (mit einer hoheren Anzahl an
Polyethylenoxid- und Polypropylenoxid) im Vergleich zu P188 eine starkere Hemmung auf-
weist [158]. Abbaustudien von langkettigen Lipiden mit P188 zeigten bei Sek et al. kein ver-
andertes Abbauprofil (weder Hemmung noch Forderung) zu emulgatorfreien Lipidsystemen,
welches mit der Hydrophilie des Emulgators mit einem HLB-Wert (Hydrophilic-Lipophilic
Balance) von 29 im Vergleich zu anderen Poloxameren mit niedrigeren HLB-Werten erklart
wird [44]. Der Einfluss des P188 auf den Abbau von Lipidsystemen scheint in Ubereinstim-
mung mit den vorliegenden Ergebnissen gering zu sein. Dies wird zuséatzlich durch die ver-
gleichbaren Abbauwerte der CP-SLN in den Studien von Miller et al. [164] und Olbrich et al.
[163] bestéatigt. PS80 hingegen wird als Hemmstoff der Pankreaslipase bei Christiansen et al.
[160] beschrieben. Dies kdnnte die geringeren Abbauwerte der Formulierung CP-SLN PS80
im Vergleich zu den CP-SLN P188 im FaSSIF erklaren, welche ebenfalls durch die Untersu-
chungen von Olbrich et al. bestatigt werden [163]. Zusatzlich unterliegt PS80 selbst dem
enzymatischen Abbau, wodurch ein komplexes Abbauprofil der stabilisierten Formulierung
entsteht. Ausgehend von den Ergebnissen in Tab. 13 mit der HPTLC zeigt sich im FaSSIF
(24 %) somit eine Hemmung und im FeSSIF (44 %) eine Erhéhung des Verdaus von
CP-SLN PS80 im Vergleich zur P188-stabilisierten Formulierung. Die Auswirkungen auf den
Verdau von Lipidformulierungen sind bei diesem Emulgator durch verschiedene Einflisse
gepragt und missen dahingehend eingangig und abhangig vom vorliegenden System mit

verschiedenen Messmethoden untersucht werden.
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Zusammenfassend konnte der unvollstandige Verdau der CP-SLN mit der vorliegenden Stu-
die bestétigt werden. Herauszuheben ist der Einfluss der Lipase in dem Abbauprozess als
alleiniges Enzym im Pankreatingemisch und die Mdoglichkeit zur Hemmung des Abbaus
durch Orlistat sowie der emulgatorabhéngige Verdau der CP-SLN. Die Ergebnisse kénnen in
weiterfihrenden Studien fur eine effektive Anwendung der CP-SLN als Arzneistofftransport-
systeme je nach gewilinschtem Anwendungsziel unter Einbeziehung bzw. Umgehung des
Abbaus im GIT herangezogen werden. Gleichfalls wurde die Effektivitat der pH-stat Methode
im Vergleich zur HPTLC sowie zur Ricktitration tberprift. Es wurde herausgefunden, dass
besonders bei Formulierungsbestandteilen und Hilfsstoffen mit langkettigen Fettsauren die
Aussagekraft der pH-stat Methode kritisch zu betrachten und zu Uberprifen ist. Die Studie
legt dar, wie wichtig die standige Evaluation bzw. Weiterentwicklung von schon etablierten

in vitro Tests wie der pH-stat Methode ist.
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4.2 In vitro Verdaustudien mit Polymernanopartikeln®

Fur die Untersuchung von Polymer-NP wurden diese aus dem Polymer PLGA hergestellt.
Bei PLGA handelt es sich um einen Polyester, der durch die Esterbindungen, ebenfalls wie
CP, das Potential besitzt dem enzymatischen Verdau im GIT zu unterliegen. Die PLGA-NP
wurden mit in der Literatur haufig verwendeten Emulgatoren bei der Nanopréazipitationsme-
thode stabilisiert. Neben P188 (PLGA-NP P188) sind des Weiteren PS80 (PLGA-NP PS80),
PEG (PEG-PLGA-NP) oder das nicht verdaubare Polymer PVA [106] (PLGA-NP PVA) als
Ubliche Stabilisatoren fur die Untersuchungen ausgewdahlt worden [167, 168]. In Tab. 14
werden von den verwendeten Stabilisatoren fir die Nanoprazipitationsmethode die in der
Literatur eingesetzten Konzentrationsbereiche aufgelistet. PVA wird in einem breiteren Be-
reich von 0,15 %-5 % als P188 und PS80 mit 0,15-1,0 % eingesetzt. Um diesem Aspekt bei
den Untersuchungen gerecht zu werden, wurde bei P188 und PS80 0,6 % und bei PVA ver-
schiedene Mengenanteile sowie diverse Molekulargewichte bei der Herstellung und im Ver-
dautest untersucht. Fur die Charakterisierung der PLGA-NP mit PVA wurde PVAI
(Gohsenol® EG 05 PW; Tab. 3) (PLGA-NP PVA 1) in der Menge 0,1 % ausgewahlt. Zur Er-
l&uterung zur Auswahl dieser Probe wird auf Kapitel 4.2.7 verwiesen. Als weiteres Ziel der
Studie wurden Untersuchungen zum Anteil der Lipase am Abbauprozess von PLGA-NP vor-
genommen. Hierflr wurden orlistathaltige Partikel mit P188 (PLGA-NP P188 + Q) hergestellit.

Tab. 14 Beispiele fur Art und Menge der Stabilisatoren bei PLGA-NP mit der Prazipitationsmethode.

Stabilisator verwendete Menge Referenz
pP188 0,5 % [169]
pP188 0,5 % [170]
PVA 0,25-1 % [171]
PVA 2,0 % [172]
P188 oder PVA 1% [173]
PVA; P188; PS80 und andere 0,5 % [174]
PS80 oder PVA und andere 0,15 % [175]
PVA 1% [176]
PVA 5 % [177]
P188 und PS80 0,4 % [178]
PVA und andere 1% [179]
PVA 1%; 3% [180]
PVA 0,5-2,5% [181]

% Ergebnisse dieses Kapitels, die in Kooperation mit Anika Gloge (geb. Mante) [166] entstanden sind,
wurden verdffentlicht in: Mante A, Heider M, Zlomke C, Mader K (2016) PLGA nanopatrticles for per-
oral delivery: How important is pancreatic digestion and can we control it? Eur J Pharm Biopharm
108:32-40
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4.2.1 PartikelgroRenanalytik

Das Erscheinungsbild der Proben ist opaleszent und makroskopisch partikelfrei (Abb. 25).
Die GroRRencharakterisierung wurde mittels PCS und NTA durchgefuhrt. Die LD wurde auf-
grund des notigen hohen Materialeinsatzes des zur Verfugung stehenden Gerétes fir diese
Partikel nicht durchgefiihrt. Zur Erkennung und zum Ausschluss groRerer Partikel wurden die
Proben bei der Evaluierung des Herstellungsprozesses zusatzlich mit dem Lichtmikroskop
betrachtet, wobei keine Partikel im Mikrometerbereich gefunden wurden.

a) b) c) d) e)

Abb. 25 Fotografische Aufnahmen der Vials mit den PLGA-Proben. a) PLGA-NP P188;
b) PLGA-NP P188 +0; c) PLGA-NP PS80; d) PLGA-NP PVA [; e) PEG-PLGA-NP.

Die Partikel wurden mit der PCS hinsichtlich der GréRenverteilung (Abb. 26) und des
Z-Averages sowie des PDI (Tab. 15) untersucht. Die Proben PLGA-NP P188 und
PLGA-NP PS80 weisen vergleichbare Verteilungen auf, wohingegen die PLGA-NP PVA ei-
nen groBeren Z-Average von 165 nm besitzen. Durch die fiir diese Partikel verwendete Her-
stellungsweise wurde bei den PEG-PLGA-NP ein Z-Average um 60 nm gemessen. Das Auf-
treten kleinerer Partikel bei pegylierten Polymeren ist bei der Nanoprazipitationsmethode
ebenfalls von Ameller et al. fir PLGA und weitere Polymere wie PLA und Poly-¢-caprolacton
beschrieben [182]. Aufgrund des Groéf3eneinflusses bei dem Verdauprozess bei Lipiden
[139-141] wurde zur Minimierung groRenbedingter Aspekte die Herstellungsmethode gering-
fugig modifiziert. Die resultierenden Partikel zeigen einen Z-Average von 145 nm. Der PDI
um 0,1 zeigt die monomodale Verteilung der Proben an. Die orlistatfreien und orlistathaltigen
Partikel weisen ebenso vergleichbare Messwerte auf, so dass die Zugabe des Orlistats im
Herstellungsprozess keinen Einfluss auf die GrolRenverteilung der Partikel besitzt. Mit der
Herstellungstechnik der Nanoprazipitation werden NP mit enger GrdlRenverteilung und klei-
nen PDI erhalten [5], welches mit den vorliegenden Ergebnissen bestatigt werden konnte.

Bei der Vermessung der Proben mit der NTA sind die erhaltenen Mittelwerte, wie bei den
CP-SLN, geringer als der Z-Average. Die Streuung der Mittelwerte (99-111 nm) ist ebenfalls
kleiner als bei der PCS (116-165 nm). Differenzen zwischen den Messmethoden kénnen, wie
in der Literatur [148, 149] und in Kapitel 4.1.3 beschrieben, auftreten. Legt man erneut die

anzahlgewichte Messung des Zetasizers zugrunde, besitzen 95-99 % dieser Polymerpartikel
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eine Grol3e unter 220 nm, womit die Wahrscheinlichkeit der Erfassung sehr grof3er Partikel

mit der NTA gering ist und die gemessenen Unterschiede erklarbar sind. Die Monomodalitat
und enge GrolRenverteilung der Proben wird durch die Ergebnisse der NTA und der PCS

bestatigt.
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Abb. 26 GréRBenmessung der PLGA-NP mit der PCS (a und c¢) und der NTA (b und d).

Tab. 15 Ergebnisse der GroRencharakterisierung mit PCS und NTA.

PCS NTA
Probe Z-Average in nm PDI Mittelwert in nm  Modus in nm
PLGA-NP P188 122,0 0,093 99,1 87,8
PLGA-NP P188+0 116,3 0,095 99,4 98,9
PLGA-NP PS80 129,8 0,126 97,0 82,8
PLGA-NP PVA | 165,4 0,083 111,2 102,2
PEG-PLGA-NP 1447 0,106 118 99,1
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4.2.2 Zetapotential

Das ZP von PLGA-NP wird oftmals mit einer negativen Oberflachenladung angegeben [183—
186]. Dieses kann auf die Anwesenheit von deprotonierten Carboxylgruppen auf der Ober-
flache der NP zurlickgefuhrt werden [167], welche hydrolysebedingt oder produktionsbedingt
auftreten konnen. Es besteht die Mdglichkeit mit der Nanoprézpitationsmethode Partikel
ohne Stabilisator herzustellen, welche nur eine begrenzte Stabilitat aufweisen [126].
PLGA-NP ohne Stabilisator zeigen nach der Herstellung bis zur Aggregation eine Haltbarkeit
von 2-3 Tagen. Das ZP dieser Partikel betragt -39,4 mV und diese sind somit starker negativ
geladen als mit den verwendeten Stabilisatoren (Tab. 16). In Ubereinstimmung mit der Lite-
ratur wurden bei den stabilisierten PLGA-NP, im Besonderen bei einer Pegylierung der NP
[90, 107], eine Abschwachung der Ladung beobachtet. Dieser Effekt konnte auf eine mogli-
che Abschirmung der Carboxylgruppen und damit einhergehend der Oberflachenladung zu-

rickzufuihren sein [80].

Tab. 16 Erhaltene Messwerte fiir das ZP der PLGA-NP.

Probe ZP in mV
PLGA-NP ohne Stabilisator -39,4+0,9
PLGA-NP P188 -31,8 +0,8
PLGA-NP P188+0 -24,9+0,8
PLGA-NP PS80 -23,4+1,0
PLGA-NP PVA -21,4+0,7
PEG-PLGA-NP -18,1+ 0,7

4.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die PLGA-NP ein rundes Erschei-
nungsbild (Abb. 27), welches fur PLGA-NP auch in der Literatur bestéatigt wird [187-189]. Im
Gegensatz zu den CP-SLN (Kapitel 4.1.2.) wurden keine plattchenférmigen oder anderweitig
geformten Partikel gefunden. Die Oberflache der Partikel weist in den Bildern eine glatte Be-
schaffenheit auf. Auch bei Shakweh et al. [80] sowie bei Win und Feng [190] werden im Be-
sonderen fur PVA-stabilisierte PLGA-NP die runde Form und die glatte Oberflache bestétigt.
Bedingt durch die Herstellung mit der Nanoprézipitationsmethode wirken NP im Widerspruch
zu dem gemessenen PDI im Elektronenmikroskopbild polydispers [147]. Bei TEM Darstel-
lungen wird im Gegensatz zur PCS nur ein kleiner Bildausschnitt mit wenigen Partikeln be-
trachtet. Durch die Angabe des hydrodynamischen Durchmessers der Partikel ist der mit der
PCS gemessene Z-Average grofRer als der Partikeldurchmesser in den Elektronen-
mikroskopbildern, bei dem es sich um getrocknete Partikel handelt [191].
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b)

]

200 nm

Abb. 27 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Proben. a) PLGA-NP P188; b) PLGA-NP PS80;
c) PLGA-NP P188+ O; d) PLGA-NP PVA [; €) PEG-PLGA-NP.

4.2.4 Stabilitatsmessungen

PLGA ist ein bioabbaubares Polymer, das im wassrigen Milieu der Hydrolyse durch die Spal-
tung von Estergruppen unterliegen kann. Die Stabilitdtsmessungen wurden ausfuhrlich fur
die PLGA-NP P188 bei der Lagerung im Kuhlschrank auf GroRen- und pH-Wertanderungen
untersucht (Tab. 17). Die P188-stabilisierten PLGA-NP weisen nach der Herstellung einen
Z-Average von 124,7 nm und einen PDI von 0,052 auf. Die Lagerung im Kuhlschrank zeigt
nur messbedingte Abweichungen von der Gro3e an, obwohl der pH-Wert Gber 3 Monate um
0,6 sinkt. Die entstehenden Sauren kénnen zur Autokatalyse im Inneren des PLGA-Systems
beitragen, wobei der Effekt bei groReren Arzneistofftragersystemen ausgepragter ist als bei
NP [192]. Der geringe Einfluss der Lagerung auf die Gré3e der NP im Kuhlschrank konnte
mit den vorliegenden Ergebnissen gezeigt werden.

Die Einfliisse der Lagerung bei Raumtemperatur (RT) und bei 37 °C auf die PLGA-NP P188
wurden im Folgenden untersucht (Tab. 18). Die erhaltenen Werte ergeben speziell fur die
Lagerung bei 37 °C eine Erhéhung des Z-Averages durch Aggregation um 40 nm, einen er-
hohten PDI von 0,400 sowie einen starkeren Abfall des pH-Wertes um 1,4. Die Proben wur-
den aufgrund der Veranderungen im Kihlschrank gelagert, innerhalb weniger Tage analy-
siert (2-3 d) und fiur die Verdautests verwendet. Die Werte zeigen, dass der pH-Abfall in dem
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relevanten Zeitraum 0,1 pH-Einheiten betragt, welcher als tolerierbar erachtet wurde. Fur
eine erhohte Lagerfahigkeit sollten die PLGA-NP lyophilisiert werden. Diese Methode zeigt
bei Holzer et al. gute Erfolge fir die erh6hte Stabilitat bei PLGA-NP [189].

Tab. 17 GréRen- und pH-Wertadnderungen von PLGA-NP P188 iber 3 Monate bei der Lagerung im
Kihlschrank bei 4-8 °C.

Zeit Z-Average in nm PDI pH-Wert
0od 1247 0,052 4,43
1d 124,4 0,090 4,37
2d 124,1 0,070 4,33
3d 124,5 0,060 4,31
7d 124,6 0,065 4,24
10d 124,8 0,074 4,23
20d 125,9 0,065 4,09
30d 126,0 0,062 4,05
2 Monate 124,4 0,060 3,89
3 Monate 124,1 0,065 3,78

Tab. 18 Vergleich unterschiedlicher Lagerungsbedingungen der Formulierung PLGA-NP P188 nach
der Lagerung tber den Zeitraum von 3 Monaten.

Lagerung Z-Average in nm PDI pH-Wert
4-8 °C 124,1 0,065 3,78
RT 120,4 0,081 3,45
37°C 162,0 0,400 2,35

4.2.5 Hydrolyse der Polymernanopartikel in den Verdaumedien

Im Gegensatz zu CP besitzt PLGA als Polyester sehr viele Esterbindungen in einem Molekil
und kann als Folge Uber langerkettige Oligomere zu den kurzkettigen Séauren Milchsaure und
Glykolséure abgebaut werden. Diese senken den pH-Wert des Mediums und werden durch
den Verbrauch der MaR3lésung zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes bei der pH-stat Metho-
de erfasst. Durch die gute Mischbarkeit dieser Sauren mit Wasser [193, 194] und einem pKsg
von 3,86 (Milchsaure [195]) und 3,83 (Glykolséure [196]) sollte die Erfassung bei pH 6,8, im
Gegensatz zu langkettigen Fettsduren, vollstandig erfolgen. Aufgrund der Komplexitat der
Medien kdnnen eine Beeinflussung des pKs-Wertes oder die Erfassung von Oligomeren
nicht ausgeschlossen werden, weswegen zur Uberpriifung als Referenzmethode ein spezifi-

scher L-Lactat-NW verwendet wurde.
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Die Blindwerte der pH-stat Methode wurden, analog zu den vorherigen Versuchen mit CP,

mit den Medien in Abhé&ngigkeit der Pankreatinzugabe tber 120 min detektiert (Abb. 28a).

Die Medien ohne Pankreatin weisen selbst geringe pH-Wertanderungen tber den Zeitraum

auf.

Zur Untersuchung der mdoglichen erhéhten Hydrolyse der Formulierung wahrend des Ver-
dauprozesses bei 37 °C wurden die Medien mit der Probe PLGA-NP P188 versetzt und

ebenfalls tUiber den Zeitraum von zwei Stunden beobachtet. Im FaSSIF Medium ist kein Un-

terschied zu detektieren. Im FeSSIF sind die erhaltenen Werte geringfligig héher (8,0 umol),

welche einer sehr geringen Hydrolyse der Partikel entsprechen. Nach der Zugabe des Pan-

kreatins erfolgt ein Verdau der Medien, welcher jeweils als Blindwert gekennzeichnet wurde
(Abb. 28b). Die Ergebnisse der Formulierung PLGA-NP P188 werden im Kapitel 4.2.6 einge-

hend betrachtet.
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Abb. 28 a) Nicht enzymatische Hydrolyse ohne Pankreatinzugabe und b) Verdau mit Pankreatinzuga-
be der Medien und der PLGA-NP P188 nach 120 min, bestimmt mit der pH-stat Methode.

Die Medien mit Pankreatinzugabe (Blindwert) sowie die Medien mit der Formulierung

PLGA-NP P188 ohne Pankreatinzugabe (entsprechend der Hydrolyse der Formulierung)

wurden mit dem L-Lactat-NW untersucht (Abb. 29).
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| PLGA-NP P188 ohne Pankreatin

6
4] -
4 0
]
FaSSIF FeSSIF

Abb. 29 L-Lactat Gehalt im Medium mit Pankreatinzugabe und der Hydrolyse der PLGA-NP P188
ohne Pankreatinzugabe nach 120 min im FaSSIF und FeSSIF, ermittelt mit dem L-Lactat-NW.
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Entgegen der Erwartungshaltung wurde in den reinen Medien mit Pankreatineinsatz eben-
falls L-Lactat festgestellt. Die erhaltenen L-Lactat Ergebnisse sind auf schon im Vorfeld vor-
handene Verunreinigungen des Gallensalzgemisches zuriickzufiihren, die unabhangig von
der Pankreatinzugabe sind. Die Werte im FeSSIF sind im Vergleich zum FaSSIF dreifach
erhoht, welches dem Gallensalz-Faktor der Medien (FaSSIF 5 mmol/l, FeSSIF 15 mmol/l)
entspricht.

Zur Ermittlung der Hydrolyse wurden die Medien mit der Probe PLGA-NP P188 ohne Pan-
kreatinzusatz untersucht. Vergleichbar mit den pH-stat Versuchen zeigt sich im FaSSIF kein
und im FeSSIF nur ein sehr geringer Unterschied zum reinen Medium. Der geringe Einfluss

der Hydrolyse bei der pH-stat Methode konnte bestétigt werden.

4.2.6 Einfluss der Lipase im Abbauprozess von Polymernanopartikeln

Zur Untersuchung der Abbauféhigkeit von PLGA-NP und des Einflusses der Lipase in die-
sem Prozess wurden die Probe PLGA-NP P188 und die orlistathaltige Probe
PLGA-NP P188+0 in beiden Medien untersucht. P188 zeigte in vorherigen Versuchen kei-
nen Einfluss auf den Abbau von CP-SLN und wurde deswegen fir die Grundcharakterisie-
rung des enzymatischen Verdaus der Polymer-NP gewahlt.

Die Abbaustudien der Partikel wurden mit der pH-stat Methode (Abb. 30a und b) und dem
L-Lactat-NW (Abb. 30c und d) tber 120 min betrachtet. Die PLGA-NP P188 zeigen im FaS-
SIF und im FeSSIF erhdohte Werte im Vergleich zu den Blindwerten auf. Die Zugabe des
Pankreatingemisches fuihrt zum enzymatischen Verdauprozess der Polymer-NP, welcher in
einem gesteigerten Verbrauch an NaOH-Maflésung bzw. in der Entstehung von freiem
L-Lactat resultiert.

Abzlglich der jeweiligen Blindwerte wurden fir die pH-stat Methode 122,3 umol (FaSSIF)
und 128,3 umol (FeSSIF) sowie fir den L-Lactat-NW 24,9 umol (FaSSIF) und 23,9 pmol
(FeSSIF) detektiert. Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen den Medien ist der Abbau
bei diesen NP unabhéngig von der Gallensalzkonzentration. Durch die gute Wasserloslich-
keit der entstehenden Milch- und Glykolséauren [193, 194] fiihrt die Erh6hung der Gallen-
salz-/Lecithinkonzentration zu keiner verbesserten Solubilisierung und infolge dessen zur
erhohten Detektion der freien Sauren.

Durch das stochiometrische Vorkommen des L-Lactates von 25 % in dem Polymer werden
die erhaltenen Ergebnisse im Vergleich mit der pH-stat Methode entsprechend durch eine
Vervierfachung angepasst. Auf den jeweiligen rechten Skalen der Diagramme sind die erhal-
tenen Werte in pmol aufgetragen und direkt vergleichbar. Auftretende Differenzen zwischen
den Methoden kénnen durch die Erfassung von Oligomeren bei der pH-stat Methode im Ge-

gensatz zur spezifischen L-Lactat Erfassung begriindet sein.
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Abb. 30 Verlauf der Freisetzung freier Sauren bzw. von L-Lactat wahrend des Verdaus der orlistathal-
tigen Partikel (PLGA-NP P188+0) im Vergleich zu den Partikeln ohne Lipasehemmer
(PLGA-NP P188) mit der pH-stat Methode (a und b) und dem L-Lactat-NW (c und d) in den Medien
FaSSIF (a und c) und FeSSIF (b und d).

Bei der Vermessung der Probe PLGA-NP P188+ 0O reduzieren sich die detektierten freien
S&uren durch die von Orlistat verursachte Hemmung der Lipase in beiden Methoden (Abb.
30). Im Widerspruch zu der abweichenden Struktur des Polymermolekiils von anderen Sub-
straten der Lipase konnte diese als wichtiges Enzym im Abbauprozess der PLGA-NP identi-
fiziert werden. Durch die anteilige Hemmung sind schlussfolgernd weitere Enzyme neben der
Lipase am Abbau der PLGA-NP beteiligt.

FaSSIF FeSSIF
80 4[] pH-stat Methode
70 [ L-Lactat Nachweis
60 -
2 50 1
£ 40
2
g 30 -
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P 188 P 188 P 188 P 188
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Abb. 31 Abbau der Partikel PLGA-NP P188 und der orlistathaltigen PLGA-NP P188 + O nach 120 min.
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In Abb. 31 werden die prozentualen Abbauwerte, gemessen an dem eingesetzten PLGA der
Proben PLGA-NP P188 und PLGA-NP P188+ 0O, dargestellt. Die NP unterliegen einem un-
vollstandigem Verdau zu 52-55 % (pH-stat Methode) bzw. zu 42-43 % (L-Lactat-NW) durch
das Pankreatingemisch. Der Abbau der orlistathaltigen Proben wurde mit 14-20 % (pH-stat
Methode) und mit 20-21 % (L-Lactat-NW) bestimmt. Legt man die Werte des L-Lactat-NW
aufgrund der hoheren Spezifitdt zugrunde ergibt sich eine Hemmung von anndhernd 50 %
durch den Lipasehemmer. Die Lipase ist dementsprechend fiir einen Grof3teil des enzyma-
tischen Abbaus der PLGA-NP verantwortlich. Landry et al. fihrten den Verdau von Poly-
mer-NP auf einen Erosionsabbau an der Oberflache der Partikel aufgrund des hohen Mole-
kulargewichtes der Lipase (38 000) zuriick [104]. Dieser ist es im Gegensatz zu Wasser,
nicht moglich in das Innere der Partikel vorzudringen [104]. Um den Verdauprozess genauer
zu verstehen, wurden TEM-Aufnahmen der Partikel PLGA-NP P188 nach dem Verdautest im
FaSSIF angefertigt (Abb. 32). Diese weisen im Vergleich zu den unverdauten Partikeln noch
intakte NP mit unregelmafiger Oberflache auf. Weiterhin sind Ablagerungen von dem
Medium (Gallensalze u.a.) im TEM-Bild erkennbar.

a) el

200 nm 200 nm

Abb. 32 TEM-Aufnahmen von a) den PLGA-NP P188 vor und b) nach dem Verdau von 120 min im
FaSSIF.

Landry et al. haben bei der Untersuchung von PLA-NP mit isolierter gealterter und somit in
der Aktivitdt geminderter Lipase gleichfalls einen verminderten Abbau feststellen kdnnen
[104]. In der vorliegenden Studie konnte Ubereinstimmend der Abbau von Polymer-NP aus
PLGA durch das Pankreatingemisch sowie der Einfluss und im Besonderen das Ausmalf} der
Lipase fur diese Partikel im Verdauprozess gezeigt und bestimmt werden.

4.2.7 Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit von PVA als Stabilisator
von Polymernanopartikeln

In folgenden Studien wurde der Einfluss von PVA auf die Herstellung und den Verdau der
stabilisierten PLGA-NP mit variierenden Mengenanteilen von 0,1-3,0 % wahrend des Her-
stellungsprozesses untersucht. Die GroRRenverteilung der resultierenden Partikel wurde mit

der PCS vermessen (Abb. 33). Die Messungen zeigen ab einem Mengenanteil von 3,0 %
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einen erhohten Z-Average sowie PDI-Wert. Die Proben mit 0,1-1,0 % resultierten in ver-
gleichbaren Grol3enverteilungen. Der Anstieg in der Partikelgrof3e konnte durch die anstei-
gende Viskositat bei zunehmendem PVA-Anteil und der einhergehenden langsameren Diffu-
sion des Losungsmittels (Aceton) in die wassrige Phase bei der Herstellung verbunden sein.
Murakami et al. haben den Einfluss von PVA hinsichtlich des Polymerisations- sowie Hydro-
lysegrades und der Konzentration auf die Gré3e von PLGA-NP untersucht. Die Ergebnisse
zeigen Ubereinstimmend einen Anstieg der Partikelgréf3e mit zunehmender Konzentration an
PVA [197]. Hingegen wurde bei Sahoo et al. eine Verkleinerung der Partikelgrof3e mit stei-
gendem PVA-Anteil festgestellt [167]. Die gegensétzlichen Beobachtungen kénnten in der
Anwendung unterschiedlicher Herstellungsmethoden und Losungsmittel begrindet sein. In
der vorliegenden Studie sowie bei Murakami et al. wurden PLGA-NP mithilfe der Lésungs-
mitteldiffusion (Solvent Displacement) mit wassermischbarem Aceton hergestellt [197], wo-
hingegen bei Sahoo et al. das Emulsionsverfahren mit wasserunloslichen Lésungsmitteln wie

Chloroform verwendete wurde [167].
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Abb. 33 Grollenmessung der PLGA-NP mit unterschiedlichem PVA Gehalt, gemessen mit der PCS.

Zur Untersuchung der Abbaubarkeit des PVA wurden separate Vorversuche durchgefihrt.
Hierbei wurde die gleiche Menge PVA, wie in der Probe PLGA-NP PVA 3,0 % vorhanden ist,
zu den Medien hinzugefiigt und Gber 120 min beobachtet. Es wurden keine Differenzen zu
den Blindwerten festgestellt. Die Werte zeigen keine Hemmung des Verdaus von den
Medien selbst und belegen die fehlende Bioabbaubarkeit des PVA im GIT.

Weiterfuhrend wurden die Partikel mit der pH-stat Methode und dem L-Lactat-NW auf Unter-
schiede im Verdauprozess untersucht (Abb. 34). Mit beiden Methoden wurde bei den
PLGA-NP PVA | mit 0,1 % ein enzymatischer Abbau festgestellt. Die Proben mit h6herem
PVA-Anteil weisen einen vergleichbaren Verlauf wie die Blindwerte auf. Als Folge ist mit
steigendem PVA-Anteil ein Abfall der Abbaubarkeit in den enzymatischen Medien zu beo-

bachten. Durch die Zugabe der Proben zu dem Verdaumedium findet eine Verdinnung der
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PLGA-NP sowie des PVA-Anteils statt, wobei die Endkonzentration im Verdaumedium stets
1/3 des Anteils wahrend der Herstellung betrégt.

Die experimentellen Daten belegen, dass bei der Probe PLGA-NP PVA | nur bei einer Men-
ge von 0,033 % PVA (= 0,1 % in der Herstellung) ein Abbau stattfindet. Die Charakterisie-
rungen sowie weitergehende Untersuchungen der Proben mit PVA-Stabilisierung wurden
daher mit dieser Probe durchgefuhrt.

Ubereinstimmend zeigten Landry et al. an PVA- und Albumin-stabilisierten PLA-NP, dass im
Gegensatz zu einer Albumin-Stabilisierung bei der Verwendung von PVA kein Abbau und
eine verminderte Freisetzung inkorporierter Stoffe erfolgte. Hier wurde fur die Herstellung

nach dem Emulsionsverfahren eine jeweils 1 %ige Stabilisatorlosung verwendet [106].
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Abb. 34 Ergebnisse der pH-stat Methode (a und b) und des L-Lactat-NW (c und d) nach 120 min im
FaSSIF (a und c) und FeSSIF (b und d). Die Prozentangaben geben das Mengenverhéltnis von PVA |
im Herstellungsprozess der NP an.

PVA ist den Ergebnissen zufolge ein Hemmer des pankreatischen Enzymverdaus. Im Be-
sonderen gilt dies auch fir die Lipase, deren Einfluss auf den Abbau von PLGA-NP bereits
gezeigt wurde (Kapitel 4.2.6). Aufgrund der grof3en Strukturunterschiede zwischen PVA und
potentiellen Lipasehemmern wird eine direkte Hemmung im katalytischen Zentrum der Lipa-
se als unwahrscheinlich angesehen [95]. Naher in Betracht kénnte eine verringerte Bindung
bzw. Anlagerung des Lipase/Colipase-Komplexes sowie eine verminderte Aktivierung der

Lipase an der Partikeloberflache aufgrund der PVA-Stabilisierung kommen [95]. PVA bildet
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wahrend des Herstellungsprozesses ein stabiles Netzwerk auf der Oberflache der Partikel
und bleibt, im Besonderen nach dem Einsatz von wasserlgslichen organischen Losungsmit-
teln, wie Aceton, an der Oberflache der NP durch Interaktionen mit dem PLGA haften [167].
Mit steigender PVA Konzentration zur Stabilisierung der NP erhoht sich gleichfalls der Anteil
an PVA auf der Partikeloberflache, wodurch die Partikel eine erhéhte Hydrophilie besitzen
[167]. Ein Verbleiben von PVA auf der Oberflache konnte auch nach mehrfachen Wasch-
bzw. Verdinnungsschritten nachgewiesen werden [80, 167, 198]. Als Folge kann der Poly-
merkern durch die Stabilisierung mit dem nicht bioabbaubaren PVA vor dem Einfluss von
hydrolytischen Enzymen geschiitzt werden, welches in einem vermindertem Abbau resultiert
[106, 198]. Um diesen Effekt zu erzielen, wird in der vorliegenden Studie eine Konzentration
von 0,3 % bei der Herstellung (= 0,1 % in den Verdaumedien) bendtigt. FUr weitere einge-
hende Aussagen zum Mechanismus sind detailliertere Untersuchungen notwendig, obwohl
diese aufgrund der komplexen Zusammensetzung des Enzymgemisches sowie der triiben
Erscheinung im wassrigen Milieu wegen unldslicher Bestandteile (z. B. Kollagenriickstande)
und einer Aktivitatsminderung durch Aufbereitungsschritte (z. B. Filtration) schwierig durchzu-
fuhren sind [95].

4.2.8 Einfluss des unterschiedlichen Molekulargewichtes von PVA als
Stabilisator von Polymernanopartikeln

Zur Untersuchung des Einflusses des Molekulargewichtes wurden PLGA-NP PVA mit unter-
schiedlichen Molekulargewichten (PVA I-PVA V, Tab. 3) bei gleichbleibendem Hydrolysegrad
von 88 % und einer Konzentration von 0,1 % hergestellt.
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Abb. 35 PCS GrofRenanalytik der PLGA-NP Proben mit unterschiedlichen Molekulargewichten.
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Die resultierenden Partikel wurden zur GréRenbestimmung mit der PCS vermessen (Abb.
35) und besitzen vergleichbare Grolienverteilungen, PDI und Z-Averages. Durch die Anwen-
dung der verschiedenen Molekulargewichte ist im Gegensatz zu Murakami et al. [197] kein
Einfluss auf die GroRencharakteristika der PLGA-NP mit PVA zu erkennen.

Die Partikel wurden anschlieRend im Verdauexperiment mit der pH-stat Methode sowie dem
L-Lactat-NW untersucht (Abb. 36). Die Kurvenverlaufe der pH-stat Methode sowie die End-
ergebnisse beider Methoden untereinander nach 120 min weisen im FaSSIF und im FeSSIF
nur geringe Unterschiede auf und dementsprechend ist der Einfluss des Molekulargewichtes

auf den enzymatischen Abbau der PLGA-NP marginal.
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Abb. 36 Verdaustudien mit der pH-stat Methode Uber 120 min (a und b). Vergleich der Endergebnisse
mit der pH-stat Methode und dem L-Lactat-NW nach 120 min (c und d). Die entsprechenden Blindwer-
te wurden berlcksichtigt und von den erhaltenen Werten subtrahiert. Die Versuche wurden im FaSSIF
(aund c) und im FeSSIF (b und d) durchgefihrt.

4.2.9 Einfluss der unterschiedlichen Stabilisatoren auf den Abbau von
Polymernanopartikeln

Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Stabilisierungen der PLGA-NP auf den
Verdauprozess wurden zusatzlich zu den P188- und PVA-stabilisierten Partikeln PLGA-NP
mit PS80 und aus PEG-PLGA-NP hergestellt.
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Abb. 37 Verdaustudie der PLGA-NP mit unterschiedlichen Stabilisatoren, charakterisiert mit der
pH-stat Methode (a und b). Vergleich der Endergebnisse mit der pH-stat Methode und dem
L-Lactat-NW nach 120 min (c und d) unter Berlicksichtigung und Subtraktion des jeweiligen Blindwer-
tes fir die Methoden. Der Verdau des Emulgators PS80 wurde bei der pH-stat Methode bericksichtigt
und wird entsprechend durch die Schraffierung dargestellt. Die Versuche wurden im FaSSIF (a und c)
und im FeSSIF (b und d) durchgefihrt.

Die Partikel wurden fir die Verdauexperimente mit der pH-stat Methode (Abb. 37a und b)
untersucht und mit den Ergebnissen des L-Lactat-NW nach 120 min vergleichend dargestellt
(Abb. 37c und d). Der Verdau der PLGA-NP P188 und der PLGA-NP PVA | 0,1 % wurde
ausfthrlich in den Kapiteln 4.2.6 und 4.2.7 beschrieben. Die PS80-stabilisierten Partikel zei-
gen dber 120 min mit der pH-stat Methode einen vergleichbaren Verlauf wie die
PLGA-NP P188, wobei sich dieses Ergebnis durch die Verdaubarkeit des PS80 (Kapitel
4.1.7) aus dem Abbau des Emulgators sowie der PLGA-NP zusammensetzt. Der Anteil der
durch den Emulgator verursachten freien Fettsauren bei der pH-stat Methode wurde separat
bestimmt und durch eine Schraffierung dargestellt. Im Vergleich der beiden Methoden wei-
sen die PLGA-NP PS80 groRRere Differenzen auf, welche durch die Verdaubarkeit des Emul-
gators sowie der begrenzten Aussagekraft des pH-stat Modells bei Hilfsstoffen mit langketti-
gen Fettsaduren bedingt sein kénnen.

Gegenuber der Partikel mit externen Stabilisierungszusatzen ist bei den PEG-PLGA-NP ein

verminderter Verdau im FaSSIF und im Besonderen im FeSSIF auffallig.
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Die prozentualen Abbauwerte der PLGA-NP mit den verschiedenen Stabilisatoren wurden in
Abhangigkeit des jeweiligen Einsatzes des PLGA bzw. PEG-PLGA berechnet und sind in
Tab. 19 aufgelistet. Durch die PS80-Stabilisierung zeigt sich, wie auch bei den CP-SLN, ein
verminderter Abbau im Vergleich zur P188-Stabilisierung, welcher durch die Hemmung des
PS80 auf die Lipase verursacht sein kann [160].

Die PLGA-NP PVA weisen, im Speziellen mit dem L-Lactat-NW, vergleichbare Werte zu den
PLGA-NP PS80 auf. Der geringste Abbau ist bei den PEG-PLGA-NP mit 15-18 % im FaSSIF
und 3-4 % im FeSSIF festgestellt worden.

Tab. 19 Abbau der PLGA-NP mit der pH-stat Methode und dem L-Lactat-NW. Der Blindwert der
Medien sowie der Verdau des Emulgators PS80 wurden bei den Formulierungen bertcksichtigt und
von den entsprechenden Werten subtrahiert, so dass die Werte dem Verdau der PLGA-NP
entsprechen.

Abbau in % FaSSIF FeSSIF

Probe pH-stat L-Lactat-NW pH-stat L-Lactat-NW
PLGA-NP P188 53,0+54 43,1+ 2,8 55,6 + 6,4 43,0+29
PLGA-NP PS80 49,2+ 4,3 215+1,6 443 +4.4 31,3+2,6
PLGA-NP PVA10,1% 34,7+04 26,8+1,2 426+14 32,0+0,8
PEG-PLGA-NP 152+31 18,2+ 0,7 45+ 3,5 3,632

PEG zeichnet sich als nicht abbaubares [199] und nicht immunogenes Polymer aus, welches
durch eine hohe Mobilitat in der wassrigen Phase und damit durch einen grof3en hydrody-
namischen Durchmesser gekennzeichnet ist [65]. Aus diesem Grund findet dieses vielfaltige
biologische Anwendungen, besonders in der Nanomedizin, wobei durch eine
PEG-Stabilisierung eine verlangerte Halbwertszeit durch Verhinderung der Opsonierung und
Phagozytose im Blutkreislauf erreicht wird [65]. Erstmals wurde dieser Effekt bei pegylierten
Liposomen (,Stealth-Liposomen®) von Allen und Hansen beschrieben [200], welche seit dem
intensiv untersucht werden [201]. Im Gegensatz ist bis jetzt nur wenig Uber das Verhalten
von pegylierten NP bekannt, wenn diese p.o. verabreicht werden [79]. Feeney et al. unter-
suchten die PEG vermittelte Inhibierung des Verdaus von Lipidformulierungen und zeigten
eine Hemmung in Abhangigkeit des Molekulargewichtes und der Packungsdichte der
PEG-Ketten auf der Partikeloberflache. Diese wurden ,oral stealth* Formulierungen benannt,
die aufgrund der hydrophilen Ummantelung nicht spezifische Proteinbindungen, wie den Lip-
ase/Colipase-Komplex, unterbinden kénnen [65]. Tobio et al. zeigten dies erstmals an mit
125 Tetanustoxoid-radiomarkierten pegylierten Polymer-NP (PEG-PLA-NP), deren Abbau
im enzymhaltigen SIF untersucht wurde. Der Verdau dieser Partikel war mit 3 % ebenfalls
sehr gering [107]. In den vorliegenden Untersuchungen wird die verminderte Abbaufahigkeit

ebenso fur PEG-PLGA-NP bestétigt. PEG stabilisiert effektiv die NP in gastrointestinalen
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Flussigkeiten [107] und kann besonders unter FeSSIF Bedingungen den Verdau stark ver-
mindern.

Weiterhin wird mit den vorliegenden Untersuchungen verdeutlicht, dass der Einfluss des
verwendeten Stabilisators der PLGA-NP Auswirkungen auf das Verhalten im GIT hat. Je
nach gewiinschtem Therapieziel kann durch die Wahl der Stabilisierung eine Beeinflussung
des Abbaus der NP erreicht werden. Dies bietet die Voraussetzung zur zielgerichteten Ent-

wicklung von p. o. verabreichten Polymer-NP als Arzneistofftragersysteme.
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4.3 In vivo Verhalten der Polymernanopartikel im Mausmodell
mittels multispektraler Fluoreszenzbildgebung

Um das in vitro beobachtete Verhalten genauer zu evaluieren, wurden die PLGA-NP in vivo
im Mausmodell untersucht. Hierbei sollte eine einfach anzuwendende nicht invasive Ver-
laufskontrolle der Proben mit der Moglichkeit des Abbaus der Partikel unter physiologischen
Bedingungen mit anschlie3ender ex vivo Untersuchung erfolgen. Fur die folgenden Experi-
mente wurden die Proben PLGA-NP PVA | 0,1 % sowie PEG-PLGA-NP aufgrund der haufi-
gen Anwendung dieser Stabilisierungen bei in vivo p.o. applizierten PLGA-NP [80, 82, 89,
107, 113, 202] und des unterschiedlichen Verhaltens in vitro, im Besonderem im FeSSIF,
ausgewahlt.

Hierzu wurden von beiden Partikelarten fluoreszenzmarkierte Partikel mit inkorporierten DFR
hergestellt. Die Partikel wurden unter der Annahme betrachtet, dass bei einem erhéhten
Verdau der PVA-stabilisierten Partikel eine groRere Menge an Farbstoff freigesetzt wird. Um
die Aufnahme des Farbstoffes DFR in den systemischen Kreislauf zu verifizieren, wurde eine
DFR-L6sung (DFR HS-15) hergestellt und ebenfalls p.o. verabreicht. Vielfach wird in der
Literatur auch eine Partikelaufnahme beschrieben [7-9], die gleichfalls in der Studie einge-
hender betrachtet werden sollte, um mdégliche Signale im systemischen Kreislauf einer Farb-
stoff- oder Partikelaufnahme zuordnen zu kdnnen. Hierfir wurde die Probe PLGA-NP PVA
Uber eine schwer spaltbare Amidbindung mit dem Farbstoff DY 780 kovalent gelabelt, so
dass bei moglichen Messsignalen im systemischen Kreislauf von einer Aufnahme von intak-
ten Partikeln ausgegangen werden kann. Eine Partikelaufnahme aus dem GIT [82, 84] bzw.
nach der i.v.-Gabe [81, 147] wird meist im Zusammenhang mit einem deutlichen Signal in
den Ausscheidungsorganen Leber und Niere beschrieben. Zur Verifizierung wurde die kova-
lent gelabelte Probe zusatzlich i.v. verabreicht. Die hergestellten Proben sind als Ubersicht
in Tab. 20 aufgelistet.

Tab. 20 Ubersicht tiber die in vivo Proben und deren Applikationsweise.

Formulierung Stabilisator Farbstoff Applikation
PLGA-NP DFR PVA10,1% DFR inkorporiert p.o.
PLGA-NP 780 PVA10,1% DY-780 gelabelt p.o.
PLGA-NP 780 i.v. PVA10,1% DY-780 gelabelt i V.
PEG-PLGA-NP DFR - DFR inkorporiert p.o.
DFR-HS 15 Kolliphor® HS 15 DFR solubilisiert p.o.
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4.3.1 In vitro Verhalten der Polymernanopartikel im simulierten Magensaft

Voraussetzung fir eine eingehende Betrachtung der Partikel nach p.o. Gabe ist eine ausrei-
chende gastrische Stabilitat. Zur Einschatzung des Verhaltens im Magen in vivo wurden die
Proben PLGA-NP PVA 1 0,1 % und PEG-PLGA-NP zuséatzlich im SGF untersucht.

Im Gegensatz zu dem in vitro beobachteten Verdau im FaSSIF und FeSSIF war hier eine
GroRenmessung aufgrund des klaren Mediums mdglich. Pepsin ist in verdinnter Salzsaure
I8slich, Pankreatin hingegen bildet in den verwendeten Medien eine triibe Suspension.
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Abb. 38 Untersuchung der PLGA-NP PVA | 0,1 % und PEG-PLGA-NP in SGF lber 120 min. a) Gro-
Renmessung mit der PCS, b) Abbau der NP mit dem L-Lactat-NW.

Zur Uberpriifung wurde das reine Medium mit Pepsin unverdinnt mit der PCS untersucht
und es wurden keine Partikel detektiert. Die NP wurden direkt nach der Zugabe des Medi-
ums (0 min) und nach 120 min vermessen (Abb. 38a). Uber diesen Zeitraum erfolgte bei den
Proben keine GrofRenveranderung. Die Detektion des Abbaus mittels L-Lactat-NW wurde im
30-minutigen Abstand Uber denselben Zeitraum durchgefiihrt (Abb. 38b). Nach der Zugabe
von SGF wurde anfanglich ein L-Lactat Wert bei beiden Proben detektiert, der einem
1 %igen Abbau entspricht und wahrscheinlich durch vorherige Hydrolyse verursacht wurde.
Dieser Wert stieg uber 120 min nicht an. Die Ergebnisse zeigen schlussfolgernd keinen Ab-
bau und keine GroRBenveranderung im SGF. Die Stabilitat von Polymer-NP gegenlber simu-
lierten Magenséften wurde bereits in der Literatur mehrfach erwahnt. Landry et al. stellten
keinen Abbau von PLA-NP lber 8 h mit einem L-Lactat-NW sowie mithilfe von Gré3enaus-
schluss-Chromatographie fest [104] und ebenso konnten Tobio et al. bei der Untersuchung
von PLA-NP und PEG-PLA-NP mittels des L-Lactat-NW im Vergleich zum SIF keinen Abbau
nachweisen [107]. Garinot et al. zeigten auch die Stabilitdt von PEG-PLGA-NP gegeniber
Salzséaure (0,1 N) hinsichtlich Abbau und GroRenanderung [90]. Die vorliegenden Ergebnis-
se befinden sich daher im Einklang mit vorherigen Beobachtungen in der Literatur und bele-
gen die gastrische Stabilitit der PLGA-NP und PEG-PLGA-NP gegeniber niedrigen
pH-Werten und Pepsin.
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4.3.2 Charakterisierung der in vivo angewendeten Proben

Im Vorfeld der Versuche wurden die Emissionsspektren der Farbstoffe DFR sowie DY-780
und der hergestellten Proben mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen (Abb. 39).
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Abb. 39 Aufgenommene Spektren mit dem Fluoreszenzmikroskop. a) Vergleich der Spektren der
Formulierungen PLGA-NP DFR (schwarz), einer DFR-Nanosuspension mit PVA (blau) sowie einer
DFR-L6sung in Ethanol (rot), aufgenommen im roten Spektralbereich. b) Vergleich der Spektren von
der Farbstofflosung von DY-780 (rot) und dem gelabelten PLGA mit DY-780 (blau) in Dichlormethan,
aufgenommen im NIR-Bereich.

Es ist zu erkennen, dass der Farbstoff DFR im geldsten Zustand in Ethanol den gleichen
spektralen Verlauf wie in den Partikeln PLGA-NP DFR aufweist (Abb. 39a). Eine separate
Farbstoffzubereitung (gleiche Herstellungsschritte wie bei den NP) wurde nur mit DFR (ohne
Polymer) in PVA L6sung hergestellt (DFR Nanosusp. PVA). Die Grdél3en-analyse in der PCS
zeigte bei dieser Zubereitung messbare Partikel (Z-Average: 89,6 nm; PDI 0,029), so dass
hierbei von einer Nanosuspension ausgegangen werden kann. Durch die Verschiebung des
Spektrums des Farbstoffes im Suspensionszustand und des vergleichbaren Spektralverlau-
fes der Farbstofflosung und der PLGA-NP DFR kann dementsprechend von dem Lésungs-
zustand des Farbstoffes in den Partikeln ausgegangen werden.

In weiteren Vorversuchen wurde mittels Zentrifugation an Ultrafiltrationsmembranen eine
vollstandige Partikelabtrennung der Formulierung PLGA-NP DFR erreicht, welche durch
Vermessen des Filtrates mit der PCS und NTA dberprift wurde. Das erhaltene Filtrat wies
keine messbare Fluoreszenz auf, was fur eine hohe Inkorporationsrate des Farbstoffes DFR
in die PLGA-NP DFR spricht.

Die erfolgreiche kovalente Markierung des PLGA mit dem Farbstoff DY-780 konnte, wie auch
in der Literatur angegeben [203, 204], durch eine Verschiebung des Emissionsmaximums
des gelabelten Polymers (PLGA-780) im Vergleich zu dem des freien Farbstoffes (DY-780)
in Dichlormethan gezeigt werden (Abb. 39b).
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Abb. 40 Fotografische Aufnahmen der Vials mit den in vivo applizierten Proben.
a) PEG-PLGA-NP DFR b) PLGA-NP DFR c) PLGA-NP 780 d) DFR-HS 15.

Die Inkorporierung von DFR verleiht den PLGA-Proben ein blaues, opaleszentes Erschei-
nungsbild, die Lésung hingegen ist transparent und ebenfalls von blauer Farbung (Abb. 40).

Die Probe PLGA-NP 780 ist opaleszent und besitzt eine grauliche Farbung.

a)
=
£ 204 ——PLGA-NP DFR
2 18] ——PLGA-NP 780 Probe Z-Average PDI
=2 ——— PEG-PLGA-NP DFR in nm
o 16
=
L 144
g 121 PLGA-NP DFR 152,3 0,046
& 104
.ﬁl,'i 81 PLGA-NP 780 178,9 0,058
e
% 4]
& o] PEG-PLGA-NF DFR 135 0,088
B 9 : : :
g 10 100 1000
i< Gréfe in nm
b)
16 - —— PLGA-NP DFR ;
o i — PLGA-NP 780 Probe Mittelwert Modus
Wt —— PEG-PLGA-NP DFR in nm innm
E 124
% 104 PLGA-NP DFR 110,7 95,4
g o
.E LB PLGA-NP 780 130,9 118,3
m
g 4
o
é 21 PEG-PLGA-NP DFR 106,6 90,6
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Grofke in nm

Abb. 41 GrolRenverteilung der p.o. applizierten Formulierungen PLGA-NP DFR, PLGA-NP 780 und
PEG-PLGA-NP DFR, gemessen mit a) PCS und b) NTA. Dargestellt sind jeweils die repréasentativen
Werte der Probe 1.

Es wurden jeweils 2 Proben von jeder Formulierung hergestellt, die fur die Tierversuche ver-
wendet wurden. Bei der Vermessung der Losung DFR-HS 15 mit der PCS und NTA wurden
mit beiden Methoden keine Partikel festgestellt, so dass von einer ausreichenden
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Solubilisierung des DFR durch den Emulgator ausgegangen werden kann. Durch die Solubi-
lisierung sollte eine erhdhte Aufnahme des DFR aus dem GIT erreicht werden.

Die Ergebnisse der Grof3enanalyse der p.o. applizierten Partikel sind in Abb. 41 dargestellt.
Fluoreszierende Partikel kdnnen unter Umstanden Einfluss auf das Messergebnis der PCS
haben, welches sich in einem erhdhten Basislinienrauschen im Korrelogramm zeigt [205].
Die Bewertung des Einflusses des Basislinienrauschens kann mithilfe des Intercept-Wertes
getroffen werden, welcher fir aussagekraftige Messungen tber 0,8 liegen sollte [205]. Bei
den Partikelmessungen wurde daher stets auf einen ausreichenden Intercept-Wert >0,8 ge-
achtet. Die Fluoreszenzmarkierungen hatten in den verwendeten Konzentrationen keine
Auswirkungen auf die PCS Messungen. Im Vergleich zu den nicht fluoreszenzmarkierten
Proben weisen die DFR inkorporierten NP einen vergleichbaren Z-Average (x 15 nm) auf.
Wobei die DFR-Proben geringere und die kovalent gelabelten Proben erhthte Werte zu den
nicht fluoreszenzmarkierten Partikeln aufweisen. Die PDI der vermessenen Proben liegen
unterhalb von 0,1, welche enge GrélZenverteilungen anzeigen.

Diese werden auch durch die Messungen mit der NTA bestéatigt. Die inkorporierten Proben
weisen bei den Mittelwerten, bestimmt mit der NTA, im Vergleich zu den nicht fluoreszenz-
markierten Partikeln nur geringfligige Veranderungen auf. Bei den vermessenen Mittelwerten
zeigen die gelabelten Partikel ebenfalls einen hoheren Wert. Im Vergleich der Mittelwerte der
NTA und den Z-Averages der PCS treten erneut Differenzen auf 4.2.1). Die Spanne der mit
der NTA vermessenen Proben (106-130 nm) ist geringer als bei den mit der PCS vermesse-
nen Proben (135-178 nm).
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Abb. 42 Anderung der Parameter (Z-Average, PDI, ZP und Osmolalitat) der p.o. applizierten Proben
PLGA-NP DFR, PLGA-NP 780 und PEG-PLGA-NP DFR im Zusammenhang mit der Einstellung der
physiologischen Werte der Osmolalitat. Es wurden jeweils 2 Proben hergestellt (1. Probe: Quadrat, 2.
Probe: Kreis). Offene Symbole: vor Einstellung der Osmolalitét; gefiillte Symbole: nach der Einstellung
der Osmolalitét.

Vor der Applikation wurde bei allen Proben durch Zusatz von Glukosemonohydrat die Os-
molalitat auf 286 mOsmol/kg (£ 8 mOsmol/kg) angehoben. Zusatzlich wurden die Auswir-
kungen der Angleichung auf das ZP, den Z-Average und den PDI Uberprift (Abb. 42). Die
gemessenen ZP der p.o. applizierten Proben (PLGA-NP DFR, PLGA-NP 780,
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PEG-PLGA-NP DFR) liegen im negativen Bereich von -21 bis -30 mV und weisen jeweils
starker negative Werte als die nicht fluoreszenzmarkierten Partikel auf. Die pH-Werte der
p.o. applizierten Formulierungen liegen zwischen pH 4,9-5,9. Die Angleichungen an die phy-
siologischen Bedingungen hatten keine Auswirkungen auf die Partikelgrof3e und dessen Ver-
teilung sowie auf das ZP.
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Abb. 43 GroRenverteilung, gemessen mit der PCS, sowie charakterisierte Werte (ZP, pH-Wert und
Osmolalitat) der i.v. applizierten Probe PLGA-NP 780 i.v.. Dargestellt sind beispielhaft die Werte fir
die erste Probe. Die zweite Probe wies vergleichbare Werte auf.

Bei den i.v. applizierten Proben (PLGA-NP 780 i.v.) wurde zusatzlich der pH-Wert auf den
physiologischen Wert von 7,4 eingestellt. Weiterhin wurden diese Proben vor der i.v. An-
wendung durch einen 0,8 um Filter gegeben, um mdgliche Verunreinigungen im Mikrometer-
bereich unter mdglichst geringem Einfluss auf die GroRenverteilung der Partikel abzutren-
nen. Durch die Einstellung der physiologischen Werte veranderte sich nur das ZP geringfi-

gig. Auf die GroRenverteilung waren keine Auswirkungen festzustellen (Abb. 43).
e g; -
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Abb. 44 Elektronenmikroskopische Aufnahmen. a) PLGA-NP DFR b) PLGA-NP 780
c) PEG-PLGA-NP DFR.

Die mittels TEM aufgenommenen Bilder zeigen die runde Form der hergestellten NP (Abb.
44). Das Erscheinungsbild und die Form der Partikel werden durch die Inkorporierung des
Farbstoffes DFR oder durch die Markierung mit DY-780 nicht beeinflusst und die Proben sind

mit den nicht fluoreszenzmarkierten Partikeln vergleichbar.
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4.3.3 Versuche zur Evaluierung der Tiermodellparameter und Auswertung

In Abb. 45 sind die Spektren der in vivo applizierten Proben dargestellt, die mittels des
Maestro™ Imagers aufgenommen worden sind. Die Proben PLGA-NP DFR,
PEG-PLGA-NP DFR sowie die Lésung DFR-HS 15 weisen alle denselben Verlauf sowie ein
Emissionsmaximum bei 730 nm in den Tieren auf. Das Spektrum der Probe PLGA-NP 780

liegt erwartungsgemal’ im NIR-Bereich mit einem Maximum von 830 nm.
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Abb. 45 In vivo Spektrenverlauf der p.o. applizierten Proben PLGA-NP DFR, PEG-PLGA-NP DFR,
DFR-HS 15 und PLGA-NP 780 in den Versuchstieren. Die Spektren wurden getrennt nach jeweiligem
Spektralbereich (rot und NIR) mit dem Maestro™ Imager aufgenommen.

Ziel der Versuche war die Entwicklung eines Tiermodells fir die nicht invasive Verlaufskon-
trolle der NP und die Durchfihrung von Studien zu den optimierten Zeitpunkten und der
Menge der zu verabreichenden NP. Diese sollten an das Magenvolumen der Mause ange-
passt sein, welches maximal 1-1,5 ml [109] entspricht. Fir die Verlaufskontrolle der Partikel
wurde jeweils die gesamte Maus in ventraler Lage mittels msFl betrachtet. Die Versuche
ergaben ein ausreichend nachvollziehbares Fluoreszenzsignal bei einer Einmalgabe der NP
von 2 mg Polymer mit einem entsprechenden Farbstoffgehalt von 10 pg (= 200 ul Partikel-
suspension) bei den DFR-Proben. Analog wurde ebenfalls die gleiche Menge an gelabelten
PLGA-NP 780 eingesetzt. Durch die Schlindelung der Tiere sollte die Applikation der ge-
winschten Menge an Formulierung sowie eine Umgehung der lingualen Lipase der Tiere
[14, 206] sichergestellt werden. Vorversuche erfolgten tGber einen Zeitraum von 24 h. Nach
12 h war in den Tieren nur noch eine geringe und nach 24 h keine Fluoreszenz mehr detek-
tierbar. Nach 6 bzw. 12 h konnte ein Fluoreszenzsignal im Kot dargestellt werden. Diese
Angaben koénnen auch durch die physiologischen Werte in der Literatur belegt werden. Nach
einer Kdrnermabhlzeit erscheint diese nach 3-5 h im Kot [110]. Unter Umstanden kann diese
erst nach einem Tag beendet sein, wobei die Bestimmung des Endzeitpunktes aufgrund der
Kophrophagie der Mause erschwert wird [110]. Der Untersuchungszeitraum wurde daher auf

maximal 8 h begrenzt.
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Tab. 21 Auflistung der verabreichten Proben und Anzahl der untersuchten Tiere sowie
Entnahmezeitpunkte der Tiere aus der Studie.

: untersuchte Ent- _ _
Formulierung : Anzahl der Tiere Spektralbereich
nahmezeitpunkte

PLGA-NP DFR (p.o0.) 4 und 8 h 6 (je 3 pro Zeitpunkt) rot
PLGA-NP 780 (p.o.) 4und 8h 6 (je 3 pro Zeitpunkt) NIR
PLGA-NP 780 (i.v.) 24 h 3 NIR
PEG-PLGA-NP DFR (p.o0.) 4 und 8 h 6 (je 3 pro Zeitpunkt) rot
DFR-HS 15 (p.o.) 4h 3 rot
Unbehandelte Mause sofort 3 rot und NIR

Eine Ubersicht tber die Formulierungen sowie angewendeten Parameter ist in Tab. 21 auf-
gelistet. Die Bildaufnahmezeiten wurden verteilt Gber den Anwendungszeitraum wie folgt
festgelegt:

e p.o. bei 4 h Beobachtungszeitraum: nach Applikation; 1 h; 3 h; 4 h

e p.o. bei 8 h Beobachtungszeitraum: nach Applikation; 1 h; 3 h; 5h, 8 h

e i.v. bei 24 h Beobachtungszeitraum: nach Applikation; 24 h.

Die Analyse der DFR-Proben in vivo erfolgte mittels Vergleich der Spektren von
PLGA-NP DFR sowie der Autofluoreszenz der Tiere und des Hintergrundes.

Im NIR-Bereich war aufgrund der Ahnlichkeit der Spektren sowie der Signalintensitat der
Partikel mit der Autofluoreszenz der Mause eine angemessene Trennung der aufgenommen
Werte nicht mdglich. Die Analyse der Proben erfolgte mit den Spektren der PLGA-NP 780
und des Hintergrundes. Zur Vermeidung von Fehlinterpretationen wurde jeweils eine nicht

behandelte Maus zur Analyse in der Compare Image Funktion der Software hinzugezogen.

In Abb. 46 ist der Vergleich eines in vivo Bildes von PLGA-NP 780 und einer unbehandelten
Maus dargestellt. Im Vergleich zu der Formulierung PLGA-NP 780 wurde bei den Referenz-
tieren kein Fluoreszenzsignal detektiert. Die Signalintensitat der Probe war ausreichend
grof3, um die erhaltenen Signale den Partikeln zuordnen zu kénnen.

Diese Probleme entstanden ebenso bei der Analyse der Organe (GIT, Leber, Niere) bei
PLGA-NP 780 im NIR-Spektralbereich und bei dem GIT der DFR-Proben im roten Spektral-
bereich aufgrund des vergleichbaren Spektrenverlaufs des verwendeten Futters und der
Proben. Bei der Analyse dieser Proben wurde die gleiche Verfahrensweise der simultanen

Referenzanalyse angewendet.
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Abb. 46 In vivo msFI mit dem Maestro™ Imager der Formulierung PLGA-NP 780 und einer unbehan-
delten Maus. Die spezielle Auswertung der PLGA-NP 780 Versuchstiere erfolgte stets im Vergleich
zur unbehandelten Maus in der Compare Image Funktion der Maestro™ Software.

4.3.4 In vivo Verlaufskontrolle der p.o. und i.v. applizierten Nanopartikel

In Abb. 47 ist die Probe PLGA-NP DFR kurz nach der Applikation der Partikelsuspension im
Vergleich zur anatomischen Lage des GIT dargestellt. Der Magen der Versuchstiere liegt in
der linken oberen Bauchseite. Anschliel3end folgt der Diinndarm (etwa 20 cm), wobei dieser
im rechten Teil der Bauchregion in mehreren Schlingen verlauft [109] und das verhaltnisma-
Big groRe Caecum mit einer Lange von etwa 3 cm sowie das Colon mit etwa 12 cm [110].
Die Partikel zeigen schon kurz nach der Gabe ein deutliches Signal im Magen und in den
oberen Dunndarmabschnitten. Im lleum, Caecum und Colon ist noch kein Signal erkennbar.
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\'f\ Dickdarm

Abb. 47 a) Anatomische Lage der zum GIT gehérenden Organe der Maus im Vergleich zu b) den
in vivo msFI-Aufnahmen mit dem Maestro™ Imager kurz nach der Applikation der Formulierung
PLGA-NP DFR. Abbildung a) ist modifiziert nach [108].
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Abb. 48 In vivo msFI mit dem Maestro™ Imager der p.o. verabreichten Proben PLGA-NP DFR,
PLGA-NP 780 und PEG-PLGA-NP DFR Uber 4 h Beobachtungszeit. Es wurde jeweils ein Tier aus der
Versuchsgruppe ausgewahlt und dargestellt.

Als Ubersichtsbilder sind in den Abb. 48 und Abb. 49 der Verlauf der Partikel iber die Zeit-
raume von 4 h und 8 h dargestellt. Bei den Formulierungen ist ein Auftreten der Signale im
Magen und im oberen Dinndarm kurz nach der Applikation erkennbar. Hierdurch wird eine
schnelle Entleerung des Magens gezeigt, welche auch mit 15-30 min nach der Aufnahme
des Futters in der Literatur angegeben ist [110]. Nach einer 1 h haben sich die Signale Uber
den Bauchraum verteilt und lassen schlussfolgernd auf einen sehr schnellen Transit der Par-
tikel durch den GIT schlieRen. Mit zunehmender Beobachtungsdauer nimmt die Intensitét der

Signale ab und verlagert sich zu den unteren Darmabschnitten im Caecum und Colon.
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Abb. 49 In vivo msFI-Aufnahmen mit den Maestro™ Imager der p.o. verabreichten Proben
PLGA-NP DFR, PEG-PLGA-NP DFR und PLGA-NP 780 uber 8 h Beobachtungszeit. Es wurde jeweils
ein Tier aus der Versuchsgruppe ausgewdahlt und dargestellt. * Wert wurde nicht aufgenommen.

Im Besonderen wurden nach 3-5 h noch Signale im Magen erhalten, welche auf eine lange
Verweildauer der Partikel hindeuten. Durch den Abbau und die Ausscheidung der Partikel ist

nach 8 h bei allen Formulierungen nur ein geringes Signal detektierbar. Die Formulierungen
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PLGA-NP DFR bzw. 780 und PEG-PLGA-NP DFR weisen ein vergleichbares Verhalten und
ahnliche Transit-Zeit-Profile im GIT in vivo auf.

Die Formulierung PLGA-NP 780 wurde zusatzlich i.v. verabreicht und tber 24 h beobachtet
(Abb. 50). Nach der Applikation ist eine schnelle Verteilung der Partikel im gesamten Korper-
kreislauf der Versuchstiere zu erkennen. Bei der ventralen Lage des Tieres zeigt sich die
Anreicherung der Partikel in der Leber. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt im Zusam-
menhang mit der Betrachtung der ex vivo Untersuchungen in dem Kapitel 4.3.5.

a)

ventral ventral

Abb. 50 In vivo msFI-Aufnahmen der i.v. verabreichten PLGA-NP 780 a) nach der Applikation und
b) nach 24 h in dorsaler und ventraler Lage, aufgenommen mit dem Maestro™ Imager. Der Pfeil mar-
kiert die Lage der Leber. Es wurde jeweils ein Tier aus der Versuchsgruppe ausgewahlt und darge-
stellt. Die Einstichstelle im Schwanz des Versuchstieres wurde bei Bedarf abgedeckt.

Durch das nicht invasive msFI konnte der Verlauf der Partikelformulierungen nachvollzogen
werden. Ein in vivo Modell fiir Transitstudien von p.o. verabreichten Partikeln mit der Be-
trachtung des enzymatischen Abbaus ist essentiell, um schon im frilhen Entwicklungsstadi-
um der Arzneistofftragersysteme das Verhalten der Partikel im humanen GIT abschatzen zu
konnen. Bisher wurden zumeist ex vivo Modelle verwendet, die eine hohere Anzahl an Ver-
suchstieren pro Studie aufgrund der Kontrolle von den einzelnen Zeitpunkten mit separaten
Tieren bendttigen [117]. Die Vergleichbarkeit bei diesen Studien ist durch die hohen individu-
ellen Schwankungen bei der GIT Passage erschwert. Weiterhin ist ein haufig genutztes Mo-
dell zur Untersuchung der Arzneistoffresorption, Adhasivitat sowie fir Transit- und Vertei-
lungsstudien von p.o. applizierten Partikeln das in situ Perfusionsmodell [114-118]. Hierbei
wird der GIT des narkotisierten Tieres vorsichtig freigelegt, um die intakte Blutzufuhr zu ge-
wabhrleisten [207]. Das zu untersuchende Darmsegment wird isoliert und unter Zuhilfenahme
von Spritzen mit einem Zufluss und Abfluss versehen, so dass die Formulierung direkt in den
Darm injiziert werden kann [207].

Je nach Anwendungsziel kann das Teilstiick des Darmes oder die Aufnahme in den Blut-
kreislauf untersucht werden. Zur Unterbindung des enterohepatischen Kreislaufes sowie der

Gallensekretion in das untersuchte Darmstlick, wird der Gallengang oftmals abgebunden
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[208]. Resultierend wird auch bei diesem Modell der Verdau von Partikeln nicht betrachtet.
Bei Langzeitnarkosen sind zusétzlich die Darmbewegungen signifikant reduziert [209]. Durch
die Narkose wird der grundlegende elektrische Rhythmus des migrierenden motorischen
Komplexes (migrating myo-electrical complex, MMC) deutlich verlangsamt [210]. Auch zeigt
die Laparotomie als chirurgischer Eingriff an dem Versuchstier eine Hemmung der Darmbe-
wegungen [209]. Als Folge wird der physiologische Verdauvorgang bei dem Perfusionsmo-
dell stark beeintrachtigt. Durch den fehlenden Einfluss der enzymatischen Abbauvorgange
kann es zu Fehleinschatzungen bei den Verteilungs- und Adhasivitatsstudien kommen. Im
Gegensatz zu diesen Methoden bietet das nicht invasive msFI den Vorteil der einfachen An-
wendung und Vermeidung chirurgischer Eingriffe. Zur Narkotisierung wird eine inhalative
Kurzzeitnarkose fur den Zeitraum der Bildaufnahme verwendet, um den Einfluss der Narkose
auf die Verdauung so gering wie mdglich zu halten. Ein weiterer Vorteil besteht in der Mog-
lichkeit die Formulierung individuenspezifisch tUber den Versuchszeitraum untersuchen zu
konnen.

Die Mdoglichkeit der Quantifizierung der fluoreszenzmarkierten Proben in vivo ist bei dieser
Methode aufgrund der gegebenen Signaltiefe im GIT und der 2D-Darstellung des vorliegen-
den Maestro™ Imagers nur eingeschrankt maoglich. Detailliertere Betrachtungen kdnnten
mithilfe der 3D-Fluoreszenztomographie gekoppelt mit der Mikro-Computertomographie
durchgefuhrt werden, welche durch die verbesserte Darstellung tiefer liegender Fluoreszenz-
signale in Kombination mit der anatomischen Darstellung des Versuchstieres die Quantifizie-
rung einzelner spezifischer Regionen erlaubt [119, 211].

In der Studie wurde jedoch das nicht invasive msFI erfolgreich fir Verteilungsstudien von
PLGA-NP bzw. PEG-PLGA-NP eingesetzt und es konnten mittels des Verfahrens Tran-
sit-Zeit-Profile fir die Formulierungen tber 8 h erstellt werden. Durch das Modell konnte der
Verlauf der NP unter Einbeziehung des Verdaus unter physiologischen Bedingungen erfol-
gen. Detaillierte Betrachtungen der Verteilung der Partikelformulierungen im GIT, in der Le-
ber und der Niere unter besonderer Beachtung des Verdaus werden mit den ex vivo Unter-

suchungen in den folgenden Kapiteln erganzt.

4.3.5 Ex vivo Untersuchung der Studientiere bei peroral applizierten Polymer-
nanopartikeln

Ex vivo Untersuchungen der Lebern und Nieren

Im Weiteren erfolgten ex vivo Untersuchungen der Organe Leber und Niere. Im Vergleich zur
in vivo auftretenden Problematik der Quantifizierung (s. Kapitel 4.3.4) wurde diese bei den
isolierten Organen durchgefuhrt, da der Einfluss der 2D Darstellung des Maestro ™ Imagers

aufgrund der geringen Schichtdicke der Organe und der homogenen Gewebebeschaffenheit
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gering ist. Dadurch konnte eine Bewertung der Fluoreszenzsignale unter Einbeziehung aller
Studientiere durchgefuhrt werden.

Bei der Betrachtung und Analyse der Leber sollte ein mdoglicher Abbau der Partikel
PLGA-NP DFR bzw. PEG-PLGA-NP DFR und somit die Aufnahme des freigewordenen
Farbstoffes DFR untersucht werden. Im Gegensatz dazu steht die Aufnahme der intakten
Partikel, welche mit der Formulierung der kovalent gelabelten PLGA-NP 780 n&her betrach-
tet werden sollte. Als jeweiliger Positivvergleich wurden die Formulierungen
DFR-HS 15 (p.0.) und PLGA-NP 780 (i.v.) herangezogen.

Die Leber nimmt eine zentrale Rolle als Stoffwechselorgan ein, weswegen es in diesem Or-
gan im Besonderen zur Anreicherung vieler kérperfremder Stoffe und vor allem von Partikeln
kommt. Dies kann mit der GroRe der NP begrindet werden. Wohingegen die Filtration der
Niere auf Partikel <10 nm beschrénkt ist, besteht bei der Leber die Mdglichkeit der Anreiche-
rung von Partikeln Uber 100 nm [212]. Aufgrund der Grof3e der verabreichten NP (Kapitel

4.3.2) ist eine Anreicherung in der Leber wahrscheinlich.

a) St ‘ PLGA-NP DFR PEG-PLGA-NP DFR
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ol Mm- il |

4h 8h 4h 8h 4h
unbehandelt PLGA-NP  PEG-PLGA-NP DFR-
DFR DFR HS 15

Fluoreszenzintensitat (scaled counts/s

Abb. 51 a) Fluoreszenzwerte der Lebern der Versuchstiere sowie b) reprasentative Fluoreszenzbilder
der Lebern nach 4 h nach der p.o. Gabe von den Formulierungen PLGA-NP DFR, PEG-PLGA-NP
DFR und DFR-HS 15 im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Die Werte wurden mit dem
Maestro™ Imager im roten Spektralbereich gemessen. Der Pfeil markiert die sichtbare Lage der Gal-
lenblasen.

Die Fluoreszenzwerte der Versuchsgruppen sowie reprasentative Fluoreszenzbilder einzel-
ner Versuchstiere der Formulierungen PLGA-NP DFR, PEG-PLGA-NP DFR sowie der Kon-
trollgruppe DFR-HS 15 im Vergleich zu den unbehandelten Tieren sind in Abb. 51 darge-
stellt. Bei den unbehandelten Tieren ist im roten Spektralbereich, wie bei Frangioni beschrie-
ben, ein geringes Signal in der Gallenblase detektiert worden [213]. Bei den PLGA-NP DFR
sowie bei der Losung DFR-HS 15 finden sich erhdhte Fluoreszenzwerte in der Leber. Durch
die Signalgebung bei der Losung DFR-HS 15 konnte eine Aufnahme des freien Farbstoffes
in die Leber durch den GIT gezeigt werden. Beide Formulierungen erreichen ahnliche Maxi-
ma. Die Werte der Losung kdnnten theoretisch hohere Werte erreichen, da der vollstdndige
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Abbau der Partikel und infolge dessen die Freisetzung der gleichen Menge an Farbstoff nach
den in vitro Ergebnissen als unwahrscheinlich gilt. Diese Beobachtung kann mit einer limitier-
ten Absorption des Farbstoffes durch aktive carrierer-vermittelte Aufnahme oder mit einer
maximal messbaren Fluoreszenzintensitéat der Leber begrindet werden. Zur genaueren Aus-
sage sind weitere Untersuchungen notig. Im Vergleich zu den PLGA-NP DFR ist bei der
Formulierung PEG-PLGA-NP DFR ein um 66 % geringeres Signal detektiert worden, wenn
zur Berechnung die jeweiligen Mittelwerte nach 4 h zugrunde gelegt werden. Bei beiden
Proben nehmen die Intensitaten von 4 h auf 8 h durch den Abbau des Farbstoffes in der Le-
ber ab.

a) b)
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Abb. 52 a) Fluoreszenzwerte der Lebern der Versuchstiere sowie b) reprasentative Fluoreszenzbilder
der Lebern von der Formulierung PLGA-NP 780 nach 4 h (p.o.) und 24 h (i.v.) im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren. Die Werte wurden mit dem Maestro™ Imager im NIR Spektralbereich gemes-
sen.

Die Fluoreszenzwerte und —bilder der Formulierung PLGA-NP 780 nach p.o. und i.v. Gabe
sind in Abb. 52 dargestellt. Das Signal in der Leber der Formulierung PLGA-NP 780 p.o. im
NIR-Bereich ist auf das ahnliche Spektrum und die Signalintensitat der Partikel und des Ge-
webes zurtickzufuhren, so dass der Maestro™ Imager auswertungsbedingt hier einen falsch-
positiven Wert detektiert. Im Vergleich zu der unbehandelten Leber treten keine erhéhten
Fluoreszenzwerte auf. Dies bestatigt die bei Yin et al. beschriebene Stabilitat der Amidbin-
dung bei der kovalenten Markierung in gastrointestinalen Studien [186] und spricht infolge
dessen gegen eine Aufnahme von intakten Partikeln aus dem GIT. Bei der Positivkontrolle
der i.v. applizierten Partikel wurde ein stark erhdhtes Signal detektiert und zeigt die Anrei-
cherung der Partikel in der Leber bei Vorhandensein im systemischen Kreislauf.

Die Fluorenzwerte der Nieren der DFR-Proben in Abb. 53 zeigen nur ein geringfligig héheres
Signal als von den unbehandelten Tieren. Es ist keine sinkende Tendenz zwischen den 4 h
und 8 h Werten der Formulierungen PLGA-NP DFR und PEG-PLGA-NP DFR zu erkennen.
Die Beobachtungen belegen, dass der Farbstoff DFR nur in einer sehr geringen Menge lber

die Nieren ausgeschieden wird.
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Abb. 53 a) Fluoreszenzwerte der Nieren aller Versuchstiere sowie b) reprasentative Fluoreszenzbilder
der Nieren nach 4 h nach der p.o. Gabe von den Formulierungen PLGA-NP DFR,
PEG-PLGA-NP DFR und DFR-HS 15 im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Die Werte wurden
mit dem Maestro™ Imager im roten Spektralbereich gemessen.
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Abb. 54 a) Fluoreszenzwerte der Nieren der Versuchstiere sowie b) reprasentative Fluoreszenzbilder
der Nieren von der Formulierung PLGA-NP 780 nach 4 h (p.o.) und 24 h (i.v.) im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren. Die Werte wurden mit dem Maestro™ Imager im NIR Spektralbereich gemes-
sen. Ein Messwert von PLGA-NP 780 p.o. 8 h wurde nicht aufgenommen.

Bei der Formulierung PLGA-NP 780 p. 0. zeigt sich bei den Fluoreszenzwerten und —bildern
im Vergleich zu den unbehandelten Tieren kein erhéhtes Signal (Abb. 54). Die i.v. applizier-
ten Partikel (Mittelwert: 168 scaled count/s) weisen im Vergleich zur Leber (Mittelwert:
2056 scaled counts/s) geringfiigig erhdhte Fluoreszenzwerte auf, welche somit nur eine ge-
ringe Ausscheidung der PLGA-NP Uber die Niere anzeigen. In der Literatur wird flr die i.v.
Gabe von Polymer-NP ebenso nur eine geringe Anreicherung in den Nieren gezeigt [84, 183,
214, 215] und bestéatigt die Vermutung der Anreicherung und des Abbaus der NP aufgrund
der Grole in der Leber.

Zusammenfassend konnte die Farbstofffreisetzung durch den Verdau und infolge dessen die
Aufnahme aus dem GIT bei den PLGA-NP DFR und im geringen Mal3e bei den
PEG-PLGA-NP DFR nachgewiesen werden. Eine messbare Partikelaufnahme der
PLGA-NP 780 aus dem GIT findet hingegen nicht statt (Tab. 22).
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Tab. 22 Zusammenfassung der Lebersignalmessung.

: Signal in
Proben Markierung Resultat
Leber
PLGA-NP DFR p.o. inkorporiert ja Farbstoffaufnahme aus GIT
_ keine Aufnahme der Partikel aus
PLGA-NP 780 p.o. kovalent nein

GIT

_ _ _ ) geringe Farbstoffaufnahme aus
PEG-PLGA-NP DFR p.o. inkorporiert  ja (gering)

GIT
Positivproben
_ _ Aufnahme der Partikel aus sys-
PLGA-NP 780 i.v. kovalent ja _ _
temischen Kreislauf
o _ Aufnahme des Farbstoffes aus
DFR-L6sung p.o. solubilisiert ja

GIT

Ex vivo Analyse des Gastrointestinaltraktes der Versuchstiere

Zur weiteren Analyse und genaueren Bewertung der Anreicherung der Partikel wurde der
gesamte GIT der Tiere nach 4 h bzw. 8 h entnommen. Der GIT wurde, wie in Abb. 55a ge-
zeigt, vorbereitet und erneut mittels des Maestro™ Imagers analysiert. Zusammenhangend
sind der Magen, die verschiedenen Dinndarmabschnitte, das Caecum sowie anschlie3end
das Colon mit sichtbarer Kotpelletbildung prapariert worden. Hierbei wird auch die deutliche
Trennung des Magens in Vor- und Hauptmagen sichtbar (Abb. 55b und c).

Abb. 55 GIT der Mause. a) Darstellung und anatomische Beschriftung des gesamten GIT. b) ge-
schlossener Magen der Mause c) aufgespannter Magen auf einer Praparationsplatte.

Die isolierten GIT von je einem Tier pro Versuchsgruppe und Zeitpunkt sind im Vergleich zu

den unbehandelten Tieren in Abb. 56 dargestellt. Im roten Spektralbereich (Formulierungen
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PLGA-NP DFR und PEG-PLGA-NP DFR) befindet sich bei den unbehandelten Tieren ein
schwaches Signal im Magen, welches auf pflanzliche Futterbestandteile mit demselben
Spektrenverlauf wie die Partikel zurtickzufuhren ist. Aufgrund der starken Intensitatsunter-
schiede, besonders beim Zeitpunkt von 4 h, kann eine Bewertung der Verteilung der Parti-
kelsuspension vorgenommen werden. Im NIR-Spektralbereich (PLGA-NP 780) zeigen die
unbehandelten Tiere kein Signal.

PLGA-NP DFR
4 h \ unbehandelt

PLGA-NP 780
4 h : unbehandelt

& ‘_'“ § X m“ﬁ ) ey,
C : e /"

0,3

PEG-PLGA-NP DFR

4 h unbehandelt
o]

; W
\& "“‘ “ ) e,

Abb. 56 Ex vivo Analyse des GIT mit dem Maestro™ Imager. Dargestellt ist jeweils der GIT der Tiere
nach p.o. Gabe der Formulierungen PLGA-NP DFR, PLGA-NP 780 und PEG-PLGA-NP DFR nach
4 h und 8 h. Es wurde jeweils ein reprasentatives Fluoreszenzbild pro Formulierung und Zeitpunkt aus
der Versuchsgruppe ausgewahlt und dargestelit.

Bei allen Formulierungen ist eine starke Anreicherung im Magen, besonders im Bereich des
Vormagens nach 4 h und bei den PLGA-NP DFR und 780 auch nach 8 h zu erkennen, die
Uber die Signalintensitat der unbehandelten Tiere hinausgeht. Nach 4 h sind die
Formulierungen innerhalb des gesamten GIT verteilt und befinden sich bereits in den Kot-

pellets, welches an den deutlichen Signalen im distalen Kolon zu erkennen ist.
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Im weiteren Verlauf, nach 8 h, nimmt die Signalintensitat aller Formulierungen ab und die
verbleibenden Signale konnen im Ileum, Caecum und Colon detektiert werden. Nach diesen
Untersuchungen wird der in vivo beobachtete schnelle Transit der Partikelformulierungen
durch den GIT bestatigt und mit Ausnahme des Magens ist von keinen Interaktionen der NP
mit der Schleimhaut auszugehen. Fir detailliertere Betrachtungen wurden Gewebeproben
fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen entnommen.

PLGA-NP DFR
4 h unbehandelt

0 , 0,4
PLGA-NP 780
4 h o unbehandelt

. .

4.

= )

- S
0 0,01 ; 0,03
PEG-PLGA-NP DFR
4 h ‘ unbehandelt

Abb. 57 Ex vivo Analyse der isolierten Magen der Versuchstiere mit dem Maestro™ Imager. Darge-
stellt sind die Organe nach p.o. Gabe der Formulierungen PLGA-NP DFR, PEG-PLGA-NP DFR und
PLGA-NP 780 nach 4 h und 8 h im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Es wurde jeweils ein Tier
pro Formulierung und Zeitpunkt aus der Versuchsgruppe ausgewahlt und dargestellt.

Zur genaueren Untersuchung des Magens wurde dieser anschlieRend abgetrennt und durch
mehrfache Spulungen mit Phosphatpuffer von anhaftenden Futterresten befreit. Durch diese
Vorgehensweise sollte sichergestellt werden, dass auftretende Fluoreszenzsignale auf Inter-
aktion der Partikel mit der Schleimhaut und nicht auf im Chymus verbliebene Partikel zu-

rickgefuhrt werden kénnen.
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Die Formulierungen PLGA-NP DFR bzw. 780 und PEG-PLGA-NP zeigen Uber den Magen
verteilt Fluoreszenzsignale an, wohingegen bei den unbehandelten Tieren keine Signale
detektiert worden sind (Abb. 57). Besonders im Bereich des Vormagens sind starkere Signa-
le als im Hauptmagen zu beobachten, welche tber den Zeitraum von 8 h sichtbar bleiben.

Neben den DFR-inkorporierten Proben zeigt auch die kovalent gelabelte Probe
PLGA-NP 780 erhohte Fluoreszenzsignale, welches auf eine direkte Interaktion der Partikel

und nicht die des Farbstoffes DFR schlieRen lasst.

Fluoreszenzmikroskopie von Gewebeproben des Gastrointestinaltraktes

Abb. 58 Entnommener GIT der Versuchstiere. Ausgewdahlte Abschnittsbereiche fir die Entnahme der
Proben fir die Fluoreszenzmikroskopie sind mit einem weil3en Viereck markiert.

Im Weiteren wurden Gewebeproben des Vormagens, des Duodenums, Jejunums sowie lle-
ums fur die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet und zur Untersuchung von Interaktionen der
Partikelsuspensionen mit der Schleimhaut und dem Chymus genauer betrachtet (Abb. 58).
Die entnommenen Gewebeproben wurden zur Entfernung von anhaftenden Futtermittel-
resten mehrfach mit Phosphatpuffer gespilt und auf einen Objekttrager prapariert.
Reprasentative Gewebebilder der Proben PLGA-NP DFR bzw. 780 und PEG-PLGA-NP DFR
4 h nach der Applikation der Formulierungen sind in Abb. 59 dargestellt. In der Ubersicht der
Partikelproben ist bei den Formulierungen ein deutliches Fluoreszenzsignal im Vormagen zu
erkennen. Die Partikel haften an den Gewebeproben flachendeckend an der Schleimhaut. In
den weiteren DUnndarmabschnitten wurden nur vereinzelt Signale gefunden, wie bei den
Proben PEG-PLGA-NP DFR in Jejunum und PLGA-NP 780 im lleum sichtbar ist. Auch nach
sorgféltigem Waschen der Proben kdnnte es sich hierbei um anhaftende Futtermittelreste

handeln.
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PLGA-NP DFR
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Abb. 59 Fluoreszenzbilder des Vormagens und der Diinndarmabschnitte. Die Proben wurden jeweils
von demselben Tier nach 4 h Versuchsdauer entnommen. Der Balken entspricht einer Gré3e von
500 pm.

PLGA-NP DFR PLGA-NP 780 PEG-PLGA-NP DFR

I e HE
0 0,05 0,10 0,15 019 O 0,01 0,02 0,0307 0 0,01 0,02 0,03 0,0457

Abb. 60 Der Vormagen im Vergleich zwischen 4 h und 8 h nach p.o. Gabe der Formulierungen. Die
Grol3e des Balkens entspricht 500 um.
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Abb. 61 Anreicherung der Formulierungen in den Futterpellets der Tiere. a) und b) mit PLGA-NP DFR
prapariertes Futter; ¢) Futter ohne Behandlung. Die Grof3e des Balkens entspricht 200 um.

Der zeitliche Vergleich der Gewebeproben im Vormagen zwischen 4 h und 8 h zeigt die Sig-
nalabnahme Uber den gemessenen Zeitraum, wobei ein Haften der Formulierung nach 8 h
noch Uber gréRere Flachen nachweisbar ist (Abb. 60).

Zur ldentifizierung der signalgebenden Strukturen im DiUnndarm wurden Futterpellets mit
PLGA-NP DFR inkubiert und nach mehrfachen Waschvorgangen unter dem Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet (Abb. 61). Die verwendeten Futterpellets zeigen eine Anreicherung der
Partikelsuspension im Gegensatz zum unbehandelten Futter und gleichen denen im Dinn-
darmabschnitten gefunden Strukturen. Resultierend konnte ein Haften der Partikel an den
Darmwanden nicht festgestellt werden und die Signale im Dinndarm werden durch Inter-

aktionen der Partikel mit dem Chymus verursacht.

Untersuchung der Aufnahme von peroral applizierten PLGA-NP mit gelabelten und

inkorporierten Fluoreszenzfarbstoffen

Zur Untersuchung des Aufnahmeverhaltens im GIT wurden die PLGA-NP mit dem Farbstoff
DFR versehen sowie zusatzlich kovalent mit dem Farbstoff DY-780 gelabelt. Beide Formulie-
rungen weisen bei dem nicht invasiven msFl in vivo sowie bei der Verteilung im GIT nach 4 h
und 8 h das gleiche Transitverhalten auf. Bei der ex vivo Untersuchung der Leber wurden
Unterschiede festgestellt. Im Gegensatz zu den kovalent gelabelten Partikeln war nur bei
den PLGA-NP DFR nach p.o. Gabe ein Fluoreszenzsignal in der Leber zu detektieren. Zur
Uberprifung wurde zusétzlich zu den oral applizierten Partikelformulierungen als jeweilige
Positivkontrolle die Farbstofflosung DFR-HS 15 p.o. sowie die Formulierung PLGA-NP 780
i.v. verabreicht. Es wurde bei diesen Formulierungen ebenso erhéhte Signale in der Leber
der Versuchstiere festgestellt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Aufnahme des Farb-
stoffe DFR aus dem GIT sowie die Aufnahme von PLGA-NP aus dem Blutkreislauf in die

Leber bestatigt. Die Ergebnisse der Studie sprechen gegen eine Aufnahme von PLGA-NP
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aus dem GIT und stattdessen wurde die Aufnahme des freigewordenen Farbstoffes DFR
nachgewiesen.

Die Aufnahme von NP wird vielfach in der Literatur diskutiert [6—10]. In Tierstudien (im Be-
sonderen bei Mausen, Ratten, Schafen, Schweinen und Kiihen [7]) wurde gezeigt, dass die
Aufnahme Uber M-Zellen der PP sowie Uber Enterozyten méglich ist [107].

Die M-Zellen sind auf den Transport von Antigenen spezialisiert [96]. Aufgrund dessen ist die
Aufnahme Uber diese Zellart ebenso fir NP und MP wahrscheinlich [96]. Fur die Aufnahme
von Partikeln missen bestimmte Voraussetzungen gegeben sein. Shakweh et al. haben bei
PVA-stabilisierten PLGA-NP und MP eine gréRenabhangige Aufnahme tber die PP und eine
Assoziation im PP freiem Gewebe gezeigt, wobei die NP eine bessere Aufnahme erzielen
konnten als die MP [80]. Bei Desai et al. werden GréRenordnungen von 100-200 nm fir eine
erhdhte Aufnahme der NP angegeben [86]. Die verwendeten NP-Formulierungen in der vor-
liegenden Studie zeigen deswegen die bendétigte Partikelgré3e sowie die in der Literatur an-
gegebene Versuchsdauer zur Aufnahme der NP, welche schon innerhalb einer Stunde nach
Applikation stattfinden kann [6]. In der Literatur sind u.a. die Hydrophobizitat [5, 6], die La-
dung [80] sowie die Oberflachenmodifikation mit adsorbierten oder kovalent gebundenen
Stoffen (z. B. Proteine oder Vitamine) [33] als weitere Faktoren genannt, die ebenfalls auf die
Aufnahme von NP Einfluss nehmen kdnnen.

Eine Aufnahme der PLGA-NP war in dieser Studie nicht zu beobachten. Die p.o. Gabe mit
dem Ziel der Aufnahme der Partikel weist nach Tobio et al. neben der Instabilitat im GIT die,
wenn Uberhaupt vorhandene, geringe Aufnahme der Partikel als Problem auf [107]. Die
Enterozyten stellen etwa 90 % der Zellen in der Mukosa im Dinndarm dar [10], wobei die fur
die Aufnahme der NP vielfach benannten M-Zellen nur 1 % der gesamten GIT Flache bean-
spruchen [5]. Diese sind aus diesem Grund zur Resorption von signifikanten Mengen an
Wirkstoff und Partikeln nicht geeignet [36]. Ebenso werden bei Simon et al. und Navarro et
al. die geringen Aufnahmequoten thematisiert [81, 113].

Beispielsweise haben Le Ray et al. radiogelabelte PVA-stabilisierte PLGA-NP (ber i.v. und
p.o. Gabe an Mausen verabreicht und die Konzentration in diversen Geweben gemessen.
Nach i.v. Gabe zeichnete sich ebenso eine schnelle Anreicherung in den Organen, u.a. in
der Leber ab. Bei der p.o. Gabe wurde in die Applikation mit und ohne Milch zur Stimulierung
der lymphatischen Absorption (bzw. auch Anregung intestinaler pankreatischer Safte) und
der Gabe der radiomarkierten Lésung ohne Partikel unterschieden. Bei den Partikelformulie-
rungen war ein geringes systemisches Signal (0,5 % ohne Milch und 2,4 % mit Milch nach
1 h, von allen untersuchten Organen summiert) zu erkennen, wohingegen nach der Gabe
der radiomarkierten Losung ein hoher Anteil aufgenommen wurde (64 %). Ein in vitro Verdau
wurde mit den USP (XXII) Medien beriicksichtigt. Die Autoren schlussfolgerten aus den Ver-

suchen eine mogliche geringe Aufnahme der Partikel von 1,9-2,3 % nach 1 h [84].
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Im Gegensatz zu Le Ray et al. konnte unter nahrungsmittelbedingten Einflissen kein mess-
bares Signal der gelabelten Partikel in der Leber festgestellt werden, welches auf keine oder
nur geringe Partikelaufnahme, die unter der Detektionsgrenze des Maestro™ Imagers liegt,
zurickzuftihren ist.

Simon et al. zeigen weiterhin in einer Auflistung von in vivo Versuchen an Méausen und Rat-
ten, dass PLGA-Partikel mit inkorporierten Markern im Gegensatz zu kovalent gelabelten
Partikeln ein hoheres Signal in den jeweiligen Geweben und Organen aufweisen [81]. Diese
Beobachtung kann mit der vorliegenden Studie bestétigt werden. Die Untersuchungen zei-
gen, dass bei inkorporierten Farbstoffen in PLGA-NP der mogliche Abbau durch gastrointes-
tinale Enzyme sowie die verbundene Freigabe und Aufnahme des Farbstoffes naher be-
trachtet werden sollte. Weiterhin sind die Auswirkungen der anatomischen Unterschiede be-
zuglich Anzahl und Lage der PP zwischen Maus und Mensch zu beachten [108, 112]. Um
die Aufnahme zu verifizieren, besteht die Moglichkeit der Durchfiihrung weiterer Versuche an
Zelllinien, obwohl sich bei diesen die fehlende Mukusproduktion [32] und die fehlende Mog-

lichkeit der Enzymeinflisse als problematisch erweist.

Interaktionen der peroral applizierten PLGA-NP mit dem Mukus bzw. der Schleimhaut

im Gastrointestinaltrakt

In der Untersuchung des Magens und der Didnndarmabschnitte der Formulierungen
PLGA-NP DFR bzw. 780 und PEG-PLGA-NP DFR wurden Ergebnisse tber die Verteilung
der Partikel abhangig von der unterschiedlichen Stabilisierung erhalten. Hierbei wurden die
Interaktionen der Partikel mit der Magen- und Dinndarmschleimschaut betrachtet. Ein még-
liches Anhaften an die Darmwand bzw. an der zellnahen Mukusschicht kann Hinweise Uber
das Verhalten der NP im GIT bereitstellen. Ein Spulen der Gewebeproben mit Phosphatpuf-
fer entfernt nicht die festanhaftende Mukusschicht in Zellndhe [32]. Als Folge ist bei auftre-
tenden Fluoreszenzsignalen ein Verbleiben der NP in der Mukusschicht wahrscheinlicher als
die Aufnahme in die Epithelzellen selbst [32]. Hingegen zeigt ein fehlendes Fluoreszenzsig-
nal und somit keine auftretenden Interaktion der Partikel mit dem GIT-Gewebe ein Verblei-
ben der Partikel im Chymus und der losen Mukusschicht an. Durch die schnelle Clearance
der Partikel im Chymus steht nur ein geringes Zeitfenster fiir die Aufnahme oder die lokale
Wirkung der Formulierung zur Verfigung.

Die Mukusgelschicht bildet durch die PorengroRe eine Art Sieb flr NP [32], wodurch Kkleinere
Partikel besser penetrieren konnen [8]. Es gibt natirlicherweise eine Durchgangsspanne
innerhalb der Mukusschicht, wobei die kritische Ausschlussgrof3e mit anndhernd 400 nm
angegeben wird [216]. Zumeist weisen elektrostatisch positiv geladene Partikel starke Inter-

aktionen zu dem negativ geladenen Mukus auf [32], obwohl es neben den elektrostatischen
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Interaktionen auch hydrophobe Wechselwirkungen sowie Van-der-Waals-Krafte und die
Wasserstoffbriickenbindungen zu bertcksichtigen gilt [216].

PVA wird als mukoadh&sives Polymer oftmals in bukkalen Arzneiformen angewendet und
weist daher starke Interaktionen mit dem Mukus auf [217, 218]. Bei der PEG-Stabilisierung
der NP st eine differenzierte Betrachtung notwendig. Es wurden ebenso bei
PEG-stabilisierten NP mukoadhéasive Eigenschaften gefunden [219-221]. Hingegen haben
Lai et al. bei NP mit einer niedermolekularen PEG-Stabilisierung von einer geminderten
Mukoadhasivitat berichtet. Die kritische Grenze zwischen mukoinertem und mukoadh&sivem
Verhalten liegt bei einem PEG-Einsatz zwischen 5-10 kDa [222, 223]. Somit besitzen die
Partikelformulierungen mit PEG- und PVA-Stabilisierung aufgrund ihrer Ladung und GrofR3e
die Moglichkeit den losen Mukus zu Uberwinden und zur Zellschicht durchzudringen oder
aufgrund ihrer Mukoadhasivitat schon im losen Mukus haften zubleiben.

Die Partikelformulierungen zeigten in den Tierversuchen in vivo das gleiche Transitverhalten
Uber 8 h. Das Fluoreszenzsignal beschrankt sich auf den Bauchraum der Tiere und gibt so-
mit eine schnelle Verteilung der Suspensionen im gesamten GIT an. In den in vivo Untersu-
chungen wurde eine lange Verweildauer der Partikel im Magen beobachtet. Die Verteilung
im GIT und die Anreicherung der Partikel im Magen konnten mit ex vivo Untersuchungen
bestatigt werden. Innerhalb von 4 h zeigten die Formulierungen eine Verteilung bis zum Co-
lon. Nach 8 h ist die Fluoreszenz im Dunndarm und Dickdarm im Besonderen bei den
PEG-PLGA-NP stark verringert. Das Fluoreszenzsignal im Magen bleibt hingegen bis zum
8 h Wert bestehen. Die Betrachtung der aufgespannten Méagen zeigte Interaktionen der Par-
tikel im Magen und im Besonderen im Vormagen. Bestatigt werden diese Beobachtungen
durch die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung von Gewebeproben des Vormagens, des
Duodenums, Jejunums und lleums der Versuchstiere. Diese zeigen ein Haften der Partikel
im Vormagen der Versuchstiere bei allen Formulierungen. Im Vergleich wurden in den
Diinndarmabschnitten nur wenige Fluoreszenzsignale gefunden, die auf verbliebende Fut-
termittelreste hindeuteten. Die Partikel dringen daher nicht in die festanhaftenden Mukus-
schicht vor bzw. wurden nicht in die Dinndarmepithelzellen aufgenommen. Die Ergebnisse
legen nahe, dass es keine Interaktionen der Partikel mit dem Dinndarmgewebe gibt. Es
konnten keine Unterschiede der Stabilisatoren auf die Interaktionen mit der Schleimhaut
festgestellt werden.

Das Haften der Partikel an der Schleimhaut im Vormagen kann mit dessen Vorratsfunktion
erklart werden. In diesem drisen- und muskelarmen Teil des Magens der Mause [109] wird
das Futter bis zum Verdaubeginn im Hauptmagen gelagert. Durch die lange Verweildauer im
Vormagen und Magen kann es bei den Partikeln zu Interaktionen mit der Schleimhaut kom-
men. Durch den unterschiedlichen Aufbau des murinen und humanen Magens sind diese

Beobachtungen des Anhaftens der Partikelformulierungen nur teilweise auf den Menschen
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Ubertragbar. Das Gewebe des murinen Vormagens ist jedoch vergleichbar mit dem humanen
Osophagusgewebe, welches von dem Magen durch die Z-Linie getrennt ist [108]. Diese ist
mit der murinen Trennlinie zwischen Vormagen und Magen vergleichbar [108]. Im humanen
Magen wurden Verweilzeiten in Abhangigkeit der Nahrungsaufnahme von 6 h und langer
gemessen [12]. Bei einer humanen p.o. Gabe konnte diese Eigenschaft Anwendung bei na-
nopartikularen Arzneistofftragersystemen fir Magenerkrankungen, auch im Hinblick auf die
gegebene gastrische Stabilitat, finden. Bei abweichenden Anwendungszielen misste eine
Anhaftung der Partikel in der Speiseréhre und bei langer Verweildauer auch im Magen zur
Vermeidung von Reizungen und Nebenwirkungen naher untersucht werden.

Im Gegensatz zum Magen zeigt sich im Dinndarm ein schneller Transit der Partikel infolge
dessen das Zeitfenster fur Interaktionen mit der festanhaftenden Mukusschicht bzw. den
Epithelzellen zu gering ist. Diese Ergebnisse sollten fir Folgeuntersuchungen fir eine ge-
wilnschte Steigerung der Interaktionen mit dem Mukus im Dinndarm in Betracht gezogen

werden.

Einfluss der PVA- und PEG-Stabilisierung auf den Verdauprozess

Im Vergleich zwischen der PVA- und PEG-Stabilisierung der PLGA-NP wurde die Sensitivitat
der Formulierungen gegenuber gastrointestinalen Enzymen in vivo untersucht.

Die Formulierungen PLGA-NP DFR und PEG-PLGA-NP DFR zeigen in vivo mittels des msFl
ein vergleichbares Transitverhalten. Bei den ex vivo Untersuchungen der Leber werden nach
der p.o. Gabe von PEG-PLGA-NP DFR niedrigere Werte gemessen als bei den PLGA-NP
DFR. Der Wert des aufgenommenen DFR von den PEG-PLGA-NP DFR entspricht im Ver-
haltnis einem Drittel des Wertes von den PLGA-NP DFR. Dies bestatigt den Trend des ge-
ringen Abbaus der PEG-PLGA-NP, welcher in vitro zu beobachten war. Die PEG-PLGA-NP
weisen in vitro im FESSIF einen Verdau von 3,6 % im Vergleich zu den PLGA-NP PVA
(32,0 %, gemessen mit dem L-Lactat-NW, Tab. 19) auf. Die Unterschiede kénnen in der
mdglichen unvollstandigen Inkorporation und aufgrund des Haftens des Farbstoffes an der
Oberflache der NP begriindet sein. Partikel aus Polymeren weisen einen starken Burst-
Release Effekt auf, bei dem die Farbstoffe an der Oberflache der NP sofort nach Applikation
freigesetzt werden konnen [34]. Zusatzlich zum enzymatischen Abbau und der Desorption
des Farbstoffes von der Oberflache der NP kdnnen Diffusionsprozesse des inkorporierten
Stoffes durch die Polymermatrix sowie Erosion der Polymermatrix durch Hydrolyseprozesse
Einfluss auf die gemessenen Werte haben [34]. Weiterhin kann die unterschiedliche Zu-
sammensetzung der gastrointestinalen Enzyme von Maus, Schwein und Mensch Differenzen
zwischen den in vitro und in vivo Beobachtungen hervorrufen. Beispielsweise besitzen das

murine und humane PRPL2 unterschiedliche Eigenschaften [224], welche auf den Abbau der
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Formulierungen Einfluss haben kénnen. Ungeachtet der Unterschiede in der Anatomie und
Enzymausstattung sind kleine Tiere, wie Mause, aufgrund der geringen Kosten und der ein-
fachen Handhabung die erste Wahl fir Konzeptnachweise und Machbarkeitsstudien [30].
Durch die vorliegende Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass die Stabilisierung mit PEG
zu geringeren Signalen des freigesetzten Farbstoffes in der Leber fiihrt, welches den ver-
minderten Abbau der Partikel zeigt. Der potentielle Einfluss des verwendeten Stabilisators
aus den in vitro Ergebnissen konnte auch in vivo bestatigt werden. Im Hinblick auf das The-
rapieziel sind die erhaltenen Informationen wichtig zu beachten, da die Aufnahme intakter
Partikel aus dem Dunndarm sowie die Behandlung im Colon die Stabilitat der Partikel im GIT
erfordern. Die Ergebnisse kénnen fir ein spezifisches Entwickeln von NP eingesetzt werden,
um eine erhdhte Stabilitdt im GIT durch den Einsatz von PEG zu gewdhrleisten. Im Besonde-
ren bei den Wirkorten im distalen lleum oder im Colon kénnen diese Ergebnisse zur Optimie-
rung von NP-Formulierungen genutzt werden. PEG-PLGA-NP kénnen aufgrund des gerin-
gen Verdaus besser in terminale Dinndarmabschnitte bzw. ins Colon transportiert werden
und dort spezifisch als Arzneistofftransportsystem wirken. Zur Optimierung der Formulierung
mussten weitere Versuche vorgenommen werden. Die Herstellung der PEG-PLGA-NP mit
niedermolekularen PEG konnte beispielsweise das Durchdringen des Mukus fordern [222,
223].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Abbauféahigkeit von Lipid- und Polymer-NP in vitro mit
der pH-stat Methode in den Medien FaSSIF und FeSSIF als Simulation fur den Verdau im
Dunndarm untersucht.

Es wurden feste Lipid-NP aus CP (CP-SLN) mit den Emulgatoren PS80 sowie P188 mit en-
gen Grolenverteilungen, Z-Averages unter 200 nm sowie vergleichbaren thermischen und
optischen Eigenschaften hergestellt. In den TEM Aufnahmen weisen die Formulierungen
plattchenférmige Strukturen auf. Im Verdautest mit der pH-stat Methode konnte die Abbau-
barkeit des PS80 im Gegensatz zum P188 bestatigt werden. Die Formulierungen der
CP-SLN unterlagen einem unvollstandigen Abbau, welcher in Abh&angigkeit des verwendeten
Emulgators verschieden hoch ausfiel und bei den CP-SLN P188 wurde in beiden Medien ein
prozentualer Abbau von 30 % verzeichnet. Somit konnte eine Abhangigkeit des Stabilisators
auf den intestinalen Abbau von Lipid-NP festgestellt werden. Zur Untersuchung des Einflus-
ses der Lipase in den Abbauprozess wurden orlistathaltige CP-SLN hergestellt. Durch den
Lipasehemmer entstand eine vollstindige Hemmung des Verdaus, wodurch die Lipase un-
geachtet der fehlenden klassischen Substratstrukturen des CP im Vergleich zu Triglyceriden
als Hauptenzym im Abbau identifiziert werden konnte. Die Ergebnisse kdnnen zum zielge-
richteten Entwickeln von p.o. angewendeten Lipid-NP unter Einbeziehung oder Umgehung
des Abbaus der Partikel verwendet werden.

Die angewendete pH-stat Methode wurde im Hinblick auf langkettige Formulierungsbestand-
teile auf die vollstandige Erfassung der freigesetzten Fettsauren untersucht. Im Vergleich zu
der HPTLC wurde formulierungsabhangig eine unzureichende Titrationseffizienz beobachtet.
Wahrend der vollstandigen Detektion der Fettsauren der P188-stabilisierten Formulierung
zeigten die PS80-stabilisierten Partikel im FeSSIF eine zu geringe Registrierung der Fettsau-
ren. Die Untersuchung stellt die problematische Detektion der freien Fettsduren im komple-
xen Milieu des Verdausystems, welcher Einfluss auf den pKs-Wert der langkettigen Fettsau-
ren haben kann, mit der pH-stat Methode dar. Zur Erganzung sollte eine zweite dissozia-
tionsunabhéngige Methode, wie HPTLC oder GC, genutzt werden. Die Anwendung der
Rucktitration resultierte in einer unzureichenden und einer stetig ansteigende Menge an de-
tektierten freien S&auren bei ansteigendem pH-Wert durch ggf. weitere basenkatalysierte
Vorgange im System.

In den letzten Jahrzehnten ist neben den Lipid-NP das Interesse an p.o. applizierten Poly-
mer-NP gestiegen. Die Untersuchung des Abbaus im GIT wurde im Rahmen dieser Disserta-
tion eingehend betrachtet. Hierfir wurden NP aus PLGA mit den Stabilisatoren P188, PS80
sowie PVA und PEG hergestellt. Aufgrund des vielfaltigen und variablen Einsatzes von PVA

wurden im Speziellen bei diesem Stabilisator verschiedene Mengenanteile und Molekular-
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gewichte untersucht. Die PLGA-NP wiesen einen Z-Average von 116 nm-165nm in der
PCS, ein opaleszentes Erscheinungsbild sowie in den TEM Aufnahmen eine runde Form auf.
Durch die Stabilisation der PLGA-NP konnte eine Verschiebung des ZP zu weniger negati-
ven Werten im Vergleich zu den nicht stabilisierten NP gezeigt werden. Der Abbau der Parti-
kel wurde mit der pH-stat Methode sowie mit einem spezifischen L-Lactat-NW untersucht.
Entgegen der oftmaligen Erwartungshaltung wurde ein Abbau der PLGA-NP P188 detektiert,
welcher medienunabhangig zu 42-43 % (L-Lactat-NW) erfolgte. Der Einfluss der Lipase in
diesen Prozess konnte durch orlistathaltige PLGA-NP nachgewiesen werden, wobei der An-
teil der Lipase mit annahernd 50 % bestimmt wurde. Resultierend sind weitere Enzyme im
Abbauprozess beteiligt, welche in fortflihrenden Studien eingehend untersucht werden soll-
ten. Eine Involvierung von CEH als esterspaltendes Enzym mit breiter Substratspezifitat wa-
re demnach mdglich.

Im Hinblick auf die Einflisse der Stabilisierung wurde eine Konzentrationsabhangigkeit des
Abbaus bei PVA-haltigen PLGA-NP gezeigt. Im Rahmen der untersuchten Mengenanteile
von 0,1 %-3 % PVA wahrend der Herstellung wurde nur ein Abbau bei 0,1 % PVA (entsp.
0,033 % im Verdaumedium durch den Verdinnungsprozess) festgestellt. Erhéhte Anteile an
diesem Stabilisator fuhrten zur vollstandigen Hemmung des Abbaus, womit PVA als Hemm-
stoff der abbauenden Enzyme, wie der Lipase, identifiziert werden kdnnte. Der Mechanismus
der Hemmung benétigt detaillierte Untersuchungen, deren Durchfiihrung durch die Komplexi-
tat der Medienzusammensetzung jedoch erschwert wird. Hingegen ist die Abhéngigkeit des
Molekulargewichtes auf den Verdau nur gering. Im Vergleich mit den verwendeten Stabilisa-
toren P188 und PS80, welche ebenfalls wie die Formulierung PLGA-NP PVA | mit 0,1 %,
einem Abbau unterliegen, wurde bei den PEG-PLGA-NP ein reduzierter Verdau im FeSSIF
von 3,0 % detektiert. Der Einfluss der Stabilisierung auf den Abbauprozess der PLGA-NP
konnte somit ebenso wie bei den CP-SLN gezeigt werden und PEG ist als effektiver Hemm-
stoff des Abbaus von PLGA-NP ermittelt worden.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Stabilisierung und des Verdaus der Polymer-NP sollte
ein Mausmodell mit der Mdglichkeit der Beobachtung des in vivo Transits der NP entwickelt
werden. Hierfir wurden die Proben PLGA-NP PVA 0,1 % sowie PEG-PLGA-NP aufgrund der
haufigen Anwendung dieser Stabilisatoren in der Literatur ausgewahlt. Zur Untersuchung
wurde das nicht invasive msFI mit haarlosen SKH1 M&ausen und einer Kurzzeitnarkose zur
geringstmoglichen Beeinflussung des Verdauprozesses verwendet. In Vorversuchen wurde
die Stabilitdt der Proben im Magen mittels enzymhaltigem SGF untersucht und bestatigt. Es
wurden mit DFR inkorporierte Proben von PLGA-NP PVA 0,1 % sowie von PEG-PLGA-NP
hergestellt. Die Partikelproben wiesen vergleichbare Eigenschaften wie die nicht fluores-
zenzmarkierten Partikel auf. Die Proben wurden unter der Annahme der erhdhten Freiset-

zung und Aufnahme des Farbstoffes bei erh6htem Verdau betrachtet. Zur mdglichen Unter-
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scheidung zwischen freigesetztem Farbstoff DFR und der Aufnahme der intakten Partikel
wurden als Positivproben PLGA-NP mit DY-780 kovalent gelabelt und diese i.v. und p.o.
sowie eine DFR-LOsung p.o. verabreicht. Die Beobachtungsdauer der Versuchsgruppen
wurde auf 4 h und 8 h fir die p.o. applizierten NP festgelegt. Es konnte erfolgreich der Tran-
sit der Proben nicht invasiv und individuenspezifisch nachvollzogen werden. Unter Einbezie-
hung anschlieBender ex vivo Untersuchungen der Leber, der Nieren sowie des gesamten
GIT konnten Aussagen Uber den erfolgten Verdau, die Aufnahme sowie die Interaktionen der
Partikel mit der Magen- und Darmschleimhaut getroffen werden. Uber den Beobachtungs-
zeitraum wurde in vivo und ex vivo ein langanhaltendes Signal im Magen, speziell im Vor-
magen, der Tiere festgestellt. Im Gegensatz konnten keine Interaktionen der Partikel mit der
Darmschleimhaut bzw. des Mukus mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen beo-
bachtet werden. Ubereinstimmend unterlagen die kovalent gelabelten PLGA-NP keiner
messbaren Aufnahme aus dem GIT in die Leber, wohingegen eine Aufnahme des freien
Farbstoffes von der DFR-L6sung aus dem Darm detektiert werden konnte. Im Vergleich zu
den PEG-PLGA-NP wurde ein erhohtes Signal bei den PLGA-NP in der Leber gefunden,
welches dementsprechend aus einem vermehrten Abbau der Partikel und infolge dessen der
erhOhten Freisetzung des Farbstoffes DFR resultiert. Unter Beachtung der anatomischen
und physiologischen Unterschiede zwischen dem Mausmodell und dem Menschen konnte
der in vitro beobachtete hemmende Einfluss des PEG als Stabilisator auf den Abbauprozess
der PLGA-NP auch in vivo bestatigt werden. Weiterfiihrend kénnen mit diesem Tiermodell
die Konzentrationsabhangigkeit des PVA und weitere Stabilisatoren untersucht werden. Bis-
herige Ergebnisse kénnen zur Weiterentwicklung von nicht invasiven Verdaumodellen in vivo
sowie zur zielgerichteten Modifizierung von PLGA-NP beitragen. Je nach betrachtetem An-
wendungsziel kann eine Verringerung des Abbaus der PLGA-NP im GIT zur méglichen Stei-
gerung der Aufnahme oder zur verbesserten Wirkung in den unteren Darmabschnitten bei

chronischen Darmkrankheiten wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn beitragen.
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