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KAPITEL A: EINLEITUNG 1

A Einleitung

A.l Grundlagen

Das Interesse an biodegradierbaren Polymeren zum Zweck der zeitbeschrinkten therapeutischen
Verwendung in Medizin, Chirurgie und Wirkstofffreisetzung steigt stindig. Die
Grundvoraussetzungen flir solche Materialien sind Biokompatibilitdt, Ungiftigkeit, gute
Verarbeitungsmoglichkeiten und schneller Metabolismus der Degradationsprodukte. In dieser
Hinsicht erwiesen sich die aliphatischen Polyester als eine der passenden Klassen organischer

" Innerhalb dieser Stoffklasse gehdren die Polymere auf der Basis von

Verbindungen.
Milchsédure (Polylactid, PLA), Glycolsdure (Polyglycolid, PGA) und ihrer Copolymere
(Poly(lactid-co-glycolid), PLGA) zu den wichtigsten Verbindungen (Abbildung A.1).*! Diese
vielseitigen Materialien werden flir Knochenchirurgie, Nahtsetzung, Implantate, Verbandstoffe,
Landwirtschaft und vieles mehr verwendet.*® Am hiufigsten werden sie zur Herstellung
bioresorbierbarer Implantate und fiir Systeme zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung eingesetzt.
Diese Systeme stellen meistens eine Polymermatrix mit eingeschlossenem Wirkstoff dar. Wird
ein derartiges Polymersystem in einen Organismus (je nach seiner Gréfle) implantiert oder
eingespritzt, tritt es in Wechselwirkungen mit Korperfliissigkeiten. Die Polymermatrix degradiert
langsam unter Bildung von ungefdhrlichen Monomeren: Hydroxyessigsdure aus Polyglycolid, 2-
Hydroxypropionsdure (Milchsdure) aus Polylactid und die beiden Sduren aus Poly(lactid-co-
glycolid) (Abbildung A.2).*'”! Die Degradation erfolgt durch eine hydrolytische Reaktion!®
und durch enzymatische Katalyse.''! Wihrend die Polymermatrix zersetzt wird, wird der in
threm Inneren eingeschlossene Wirkstoff langsam an die Umgebung abgegeben. Somit wird der

Organismus mit dem  Wirkstoff iiber einen langen Zeitraum versorgt. Diese

Verabreichungsmethode ist besonders niitzlich flir Therapien mit hochwirksamen Wirkstoffen
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(z. B. fiir die Hormontherapie), deren Wirkung optimal bei sehr geringen Konzentrationen ist
und sich iiber eine lange Zeit erstrecken muss. Eine Verabreichung von solchen Wirkstoffen
durch iibliche Methoden (Einspritzen oder Einnehmen) ist entweder zu uneffektiv oder kann zum

Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen fiihren.

/o H3C\ o /o
/CH2*< /CH—</ /(CHz)s%
o—.. o—.. o—-..
n n n
Polyglycolid (PGA) Poly-D,L-lactid (PDLLA) Poly(e—caprolacton)
— CHo—CHo—O— Q o) o]
[ CH,—CH,—O0 ] \ /
n T — ...—(CH2)3—O%
Polyethylenglycol, n n
Polyethylenoxid _ _
Polysebacinsaure Poly(trimethylencarbonat)
...—CH,—CH, CH,—CH—... o
[ n ‘ . o /
-.7(CH3),—0—(CHy),
OOCCHj5
m Oo—..
n
Poly(ethylen-co-vinylacetat) Poly(1,5-dioxepan-2-on)
(schematisch)

Abbildung A.l. Beispicle von biodegradierbaren Polymeren, die flir die kontrollierte
Wirkstofffreisetzung verwendet werden.

H3C 0 /O
\ /< + nHO ——> n H3C—CHﬁ<
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o 0
/ + nHO — CH%
CH, 2 n
e e
o—.. HO OH
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Polyglycolid (PGA) o -Hydroxyessigséure

Abbildung A.2. Schematische Darstellung hydrolytischer Degradation von Poly-D,L-lactid und
Polyglycolid.
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AuBer PGA und PLA werden in der Medizintechnik auch andere Makromolekiile als reine
Polymere oder als ein Bestandteil eines Copolymers verwendet, z. B. (siche auch Abbildung
A.l):

- natiirliche biodegradierbare Polymere und Makromolekiile wie bovine serum albumin

(BSA), human serum albumin (HSA), Kollagen, Gelatine, Himoglobin;!'*!

- Polycaprolacton (PCL); "7
- Polyethylenglycol (PEG), wird auch Polyethylenoxid genannt, da es aus Ethylenoxid

hergestellt wird;!'*2")

- Polysebacinséure;*"!
- Poly(trimethylencarbonat);[14]

- Poly(ethylen-co-vinylacetat);**!

- Poly(1,5-dioxipan-2-on)."*"!

A.ll Verwendung von biodegradierbaren Polymeren zur kontrollierten

Wirkstofffreisetzung

In vielen Untersuchungen beziiglich Wirkstofffreisetzung aus biodegradierbaren Polymeren
werden sogenannte Mikrokapseln verwendet. Sie haben den Vorteil, dass sie sich aufgrund ihrer
geringen GroBe (<250 um) in Form einer Dispersion relativ einfach verabreichen lassen. Es gibt
einige weit verbreitete Methoden zur Herstellung der Mikrokapseln.

Single emulsion process (Ol-Wasser, o/w). Ein Polymer wird in einem mit Wasser nicht
mischbaren und fliichtigen Losungsmittel gelost (wie z.B. in Dichlormethan CH,Cl,). Ein
Wirkstoff wird der Losung zugefiigt. Wenn sich dabei eine Dispersion bildet, so soll die
PartikelgroBe <20 pm sein.*” Danach wird die Losung (bzw. Dispersion) in einem groBeren

Volumen Wasser im Gegenwart eines Tensids (z.B. Polyvinylalkohol) emulgiert. Das organische
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Losungsmittel wird entweder durch Verdunstung oder durch Extraktion entfernt.*'! Die auf diese
Weise erhaltenen Mikrokapseln werden gewaschen, filtriert und durchgesiebt oder zentrifugiert,
getrocknet oder lyophilisiert. Eine sehr schnelle Verdunstung des Losungsmittels kann zu
»Explosionen® innerhalb der Mikrosphédren und zur Bildung pordser Strukturen fithren. Durch
die Entfernung des Losungsmittels mittels Extraktion erhdlt man auch pordse Kapseln. Durch
Variation der Polymerkonzentration und der Vermischungsgeschwindigkeit kann man die
Mikrokapseln in verschiedenen GroBen erhalten (500 nm-30 pm).

Dieses Verfahren ist aber fiir wasserlosliche Wirkstoffe nicht gut geeignet.*>**! Das fiihrt zu
einem nicht vollstdndigen Einschluss des Wirkstoffes in die Mikrokapseln und zu einem sehr
starken ,,burst effect“ (so wird die erhohte Freisetzungsrate zu Beginn der Freisetzung
genannt).!"?! Dafiir wurde die Methode der ,,01 in O1“ Emulsion vorgeschlagen.'**** In einem
wasserloslichen organischen Losungsmittel (z.B. Acetonitril, CH3CN) werden ein Wirkstoff und
ein Polymer (PLGA oder PLA) gelost. Diese Losung wird danach in einem Ol (z.B. Mineraldl)
in der Gegenwart eines Tensids dispergiert. Die Mikrokapseln erhélt man durch Verdunstung
oder Extraktion des organischen Losungsmittels. Das Ol wird anschlieBend mit einem anderen
Losungsmittel wie z.B. Hexan ausgewaschen.

Double (multiple) emulsion process (Wasser-Ol-Wasser, w/o/w). Dieser Prozess ist fiir
wasserlosliche Wirkstoffe wie Proteine, Peptide besonders gut geeignet, im Unterschied zum

12,30,36] 1 I
20361 Fine wassrige

o/w-Prozess, der fiir hydrophobe Wirkstoffe wie Steroide geeignet ist.!
Losung eines Wirkstoffes, manchmal mit einem stabilisierenden oder verdickenden Protein (z.B.
Gelatine), wird zur Losung eines Polymers in CH,Cl, hinzugefiigt und intensiv geriihrt. Dieser
Emulsion wird ein groBes Volumen Wasser-Tensidgemisch zugefiigt, damit sich eine ,,w/o/w*-
Emulsion bildet. Das organische Losungsmittel wird entweder durch Verdunstung oder durch

Extraktion entfernt. Die Mikrokapseln werden gewaschen und filtriert, durchgesiebt oder

zentrifugiert, getrocknet oder lyophilisiert. Durch Variation der Polymerkonzentration und der
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Vermischungsgeschwindigkeit kann man die Mikrokapseln in verschiedenen Grofen erhalten
(500 nm-30 pm).

Der Prozess der Phasentrennung.”’” Das Trégerpolymer 16st man in einem organischen
Losungsmittel. Wasserlosliche Wirkstoffe werden in Wasser geldst und in der Polymerldsung
dispergiert. Hydrophobe Wirkstoffe werden in der Polymerldsung gelost oder ggf. dispergiert.
Dann fligt man ein anderes Losungsmittel hinzu, um die Loslichkeit des Polymers wesentlich zu
verringern (z.B. Silicondl, Pflanzendl, fliissiges Paraffin, fliissiges Polybutadien). Das Polymer
bildet sehr weiche Mikrokapseln. Dieses System wird in ein groBes Volumen eines anderen
Losungsmittels gegossen, damit sich die Tropfen verhirten (z.B. Hexan, Heptan, Petrolether).
Dieser Prozess ist sowohl fiir wasserldsliche als auch fiir wasserunlosliche Wirkstoffe geeignet.
Fir das organische Erstlosungsmittel kommen folgende Verbindungen zur Anwendung:
Dichlormethan, Acetonitril, Ethylacetat oder Toluol.

Die Methode der ,,Aerosol-Trocknung®“. Ein Wirkstoff wird in einer PLA (oder
PLGA)/CH,Cl,-Losung gelost (ggf. dispergiert) und in Aerosolform verspriiht. Das Aerosol
trocknet und die Mikrokapseln bilden sich mit einer Gréfe <5 pm."*!

Im Korper erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffes durch Diffusion und die langsame
Degradation der Mikrokapseln. Durch Variation der verwendeten Polymere sowie der
Herstellungsbedingungen lassen sich die Degradationsverhalten und somit die Freisetzungsrate

(%1 Ein Nachteil dieses Systems ist die Notwendigkeit der Verwendung von

variieren.
organischen Losungsmitteln (Chloroform, Dichlormethan) wihrend der Herstellung.*” Ein
weiteres hdufig auftretendes Problem ist die Freisetzung des Wirkstoffes in mehreren Phasen
aufgrund eines heterogenen Degradationsmechanismus innerhalb der Mikrokapseln.™*

Typischerweise erfolgt die Freisetzung des jeweiligen Wirkstoffes in drei Phasen!*”: Einer

erhohten initialen Freisetzung, gefolgt von einer Phase mit verringerter Freisetzungsrate und

schlieBlich einer degradationsgesteuerten Abgabe. Die erhohte Freisetzungsrate zu Beginn wird
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besonders haufig beobachtet und als ,,burst effect* bezeichnet.[**** Dieser Effekt beruht auf der
Freisetzung von oberflaichennah gebundenen Wirkstoffen und ist in hohem Malle vom Anteil des
eingebrachten Wirkstoffes (dem Beladungsgrad) abhingig.*” Im Verlauf der zweiten Phase mit
verringerter Freisetzungsrate beginnt die Degradation des Polymers. Die mittlere Molmasse
nimmt deutlich ab, erlaubt aber noch keine verstirkte Diffusion des Wirkstoffes aus der noch
intakten Mikrosphére. In der dritten Phase ist die Molmasse des Polymers so stark gesunken,
dass es partiell gelost wird und erodiert. Im Verlauf der Erosion des Polymers erhoht sich die
Freisetzungsrate wieder.[*

Nanopartikel vom Typus ,,Kern-Schale* (core-shell nanoparticles). Die Verwendung von
PLA-Polymeren sowie Copolymeren mit hohem PLA-Anteil wird durch ihre Briichigkeit und
Hydrophobizitit beschrinkt. Diese Eigenschaften konnen durch Copolymerisation mit
Polyethylenglycol (PEG) verbessert werden. PEG ist ein typisches hydrophiles Polymer, das fiir
Anwendungen innerhalb des menschlichen Korpers zugelassen wurde."*”) Niedermolekulares
PEG wird leicht durch die Nieren aus dem Organismus ausgeschieden. Da sich herausgestellt
hat, dass die PLA-PEG-Copolymere eine breite Anwendung finden konnten, wurden einige
fundamentale Untersuchungen zu ihren Eigenschaften und zur Synthese durchgefiihrt.[*>!

Ublicherweise werden PLA-PEG Copolymere durch ringdffnende Polymerisation von

zyklischem Dilactid mit Monomethoxy-PEG hergestellt (Abbildung A.3).1*"!

o
HsC 0
CHs \ ’
1% CH
Hyc—O—f—CH,—CH,—0——H + m ——>  HC—0——CH,—CH,—0 o
n o n 2m
HaC

o}

Momomethoxypolyethylenglycol Dilactid Momomethoxypoly(ethylenglycol-co-lactid)

Abbildung A.3. Herstellung von amphiphilen Polyethylenglycol-Polylactid Block-Copolymeren
(schematisch).
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An einem Ende des Monomethoxy-PEG Molekiils befindet sich eine Methoxygruppe, somit ist
eine weitere Polymerisation an diesem Ende ausgeschlossen. Die Anlagerung von Dilactid
erfolgt nur an einem Ende des Molekiils. Es entsteht ein sogenanntes Block-Copolymer, in dem
die Polymerketten aus den unterschiedlichen Monomeren nur eine bestimmte Stelle im
Polymermolekiil einnehmen. Wegen ihrer amphiphilen Natur kdnnen die PLA-PEG Copolymere
je nach Lénge der PLA- und PEG-Ketten und ihren Verhéltnissen in wissrigen Losungen in
verschiedenen Phasen auftreten. Die Konformation der Molekiile verdndert sich in der Art, dass
der hydrophobe PLA-Teil vom hydrophilen PEG-Teil abgeschirmt wird. So entstehen ,,Kern-
Schale® Nanopartikel, in denen der PLA-Teil den hydrophoben Kern und der PEG-Teil die
hydrophile Schale (auf der Oberfliche) bilden.”®” Unter geeigneten Bedingungen kénnen sich
die Nanopartikel zu Mizellen und andere Aggregate vereinigen."*®"! Die ,Kern-Schale*
Nanopartikeln wurden als Wirkstofftrager vorgeschlagen, da der hydrophobe Kern die
EinschlieBung von hydrophoben Stoffen ermoglicht.”***%! Die hydrophile Schale sollte
aulerdem die PLA-Fragmente vor schneller hydrolytischer Degradation schiitzen. Wie die
Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung aus Nanopartikeln zeigten, ist die Freisetzungsdauer
vermutlich wegen der kleinen Grofle (ca. 50 nm im Durchmesser) relativ kurz und betrdgt nicht
mehr als fiinf Tage. Am Anfang der Freisetzung wird ein starker ,.burst effect beobachtet.!***”!

Die Herstellung groBerer wirkstoffbeladener Implantate wird héufig durch ein gemeinsames
Extrudieren von Polymer und Wirkstoff erreicht. Die Freisetzung erfolgt je nach Grofie des
Molekiils entweder durch Diffusion des Wirkstoffes aus der Polymermatrix oder aufgrund von
Degradation und Erosion des Polymertragermaterials. Der wichtigste Aspekt bei der Herstellung
von Wirkstofftrigern auf der Basis resorbierbarer Implantate ist die Art der Beladung. Die
einfachste Methode der Herstellung ist das gemeinsame Verpressen einer homogenen

Pulvermischung des Polymers mit dem einzubringenden Wirkstoff unter hohem Druck.!®”!
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Weitere vielfach verwendete Methoden sind das Schmelzpressen oder Extrudieren von
Polymer/Wirkstoff-Mischungen zu den gewiinschten Implantatformen.'**®"!

Einen entscheidenden Einfluss auf die Freisetzungskinetik hat neben der Art des verwendeten
Polymers auch der Mengenanteil des Wirkstoffes (Beladungsgrad). Im Allgemeinen fiihrt eine
Steigerung der Beladung zu einer Erh6hung der initialen Freisetzung und im weiteren Verlauf zu
einer gesteigerten Freisetzungsrate. Ein Nachteil der iiblichen polymertechnischen
Verarbeitungsmethoden ist die thermische Belastung des Wirkstoffes wihrend der Fertigung, da
die Prozesstemperaturen wihrend des Extrudierens fiir die hdufig verwendeten Poly(lactid-co-
glycolid)-Copolymere zwischen 70 und 90° C liegen.!”” Solche Verfahren eignen sich somit nur
fiir die Verarbeitung von thermisch stabilen Wirkstoffen.

Um auch thermisch instabile Stoffe in Implantate einbringen zu konnen, muss entweder ein
Polymer mit einer sehr niedrigen Schmelz- bzw. Glasiibergangstemperatur gewahlt werden (z.B.
PDLLA), oder die Beladungsmethode muss im Hinblick auf die Prozesstemperaturen optimiert
werden. Ein hierfiir geeignetes Verfahren ist z.B. die Beladung durch gemeinsames Ldsen von
Wirkstoff und Polymer in einem Losungsmittel (z.B. Dichlormethan oder Eisessig) und
anschlieBender Gefriertrocknung. Eine Variante dieser Methode verwendet iiberkritisches
Kohlendioxid als Losungsmittel..’") Als Produkt erhilt man einen pordsen Polymerformkdrper,
in dem der Wirkstoff weitgehend homogen wverteilt ist. Die Untersuchungen zur
Freisetzungskinetik zeigen, dass solche pordsen Formkorper aufgrund ihrer groBBen Oberfliche
zu einem starken ,,burst effect* und zu einer relativ kurzen Freisetzungsdauer neigen.!”>"!

Eine weitere Formgebung zur Minimierung der Oberfléche ist somit meist ndtig, um eine relativ
gleichméafBige Freisetzung zu erzielen. In der Regel erfolgt dies durch das Verpressen bei hohen

Driicken und méglichst geringen Temperaturen./’

75,76]

In situ entstehende Freisetzungskorper.! Eine Losung (oder eine Dispersion) wird

subkutan oder intramuskular eingespritzt und verhértet sich in situ. Um das zu erzielen, 16st man
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PLA (oder PLGA) in einem wasserldslichen biokompatiblen Lésungsmittel unter Erwdrmung
(70° C), die Losung ldsst man dann an Luft abkiihlen. Als Ldsungsmittel werden
Glycerintriacetat, Triethylcitrat,””> N-Methyl-2-pyrrolidon'’® verwendet. Zur Einbringung eines
Wirkstoffes wurden je nach Wirkstoff verschiedene Verfahren entwickelt: Losen oder
Dispergieren des Wirkstoffes in der Polymer-Losung; Losen des Wirkstoffes in einem anderen
Losungsmittel (z. B. Propylenglycol”*!) und Emulgieren in der Losung des Polymers. Wird die
Losung (oder Dispersion, Emulsion) in den Korper eingespritzt, so begegnet sie der
physiologischen Fliissigkeit und bildet ein Gel. Das Losungsmittel wird infolge seiner
Wasserloslichkeit ~ ausgewaschen  und  ein  Freisetzungskorper  bildet  sich.’®
Wirkstofffreisetzungsdauern von solchen Freisetzungskorpern sind im hohen Malle von
eingebrachtem Wirkstoff und von der Konzentration des Polymers im entstehenden Gel
abhingig.”

Bei Verwendung der biodegradierbaren Implantate aus PGA, PLA und PLGA zur
Knochenheilung ergibt sich das Problem einer lokalen pH-Verringerung am Ort der
Implantation, da sich a-Hydroxysduren wihrend der Degradation der biodegradierbaren
Polymere im Korper bilden. Die Abbauprodukte konnen mit dem Blutkreislauf nicht
ausgewaschen werden und der lokale pH-Wert kann ein schiddigendes Niveau erreichen. Um den
pH-Wert in physiologisch annehmbaren Grenzen beizubehalten, werden den Implantaten
manchmal basische Salze wéhrend der Herstellung zugesetzt (z.B. Calciumcarbonat,
Hydroxylapatit, Natriumhydrogencarbonat). Calciumcarbonat ist in der Lage, den pH-Wert neun
Wochen lang im Bereich zwischen 6,3 und 7,4 zu halten.”” Sehr gute Ergebnisse wurden auch in
Studien mit amorphem Calciumphosphat erzielt, das auBerdem eine hervorragende

Biokompatibilitit aufwies.!””
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A.lll Biodegradierbare Polyester: Polyglycolid (PGA) und Poly-D,L-lactid

(PDLLA) durch festkorperchemische Polymerisationsreaktionen

Herkdmmlich werden biodegradierbare Polyester PGA, PDLLA und PLGA durch
Polymerisationsreaktionen in fliissiger Phase aus den zyklischen Dimeren Diglycolid, Dilactid
und ihren Gemischen gewonnen (Abbildung A.4).”®! Dennoch stellt die Einbringung von einem
Wirkstoff in diese Polymertrdgermaterialien ein Problem dar. Dafiir wird oft das Verfahren der
Extrusion verwendet, was unerwiinschte Einwirkungen auf empfindliche Wirkstoffe wie

Proteine und Polypeptide durch hohe Extrusionstemperaturen und Driicke zur Folge haben

kann.!™!
0
0
O ROH
© o
2n
o}
Diglycolid Polyglycolid
0
CH3 [~ .
o)
O/U\( ROH
m —> R OH
o) \\o [ —
HsC
CHg
- —-2m
Dilactid Polylactid

Abbildung A.4. Reaktionen zur Darstellung von Polyglycolid und Polylactids aus zyklischen
Dimeren in fliissiger Phase (schematisch).

Durch festkorperchemische Polymerisationsreaktionen konnen mikroporose Polyester
Polyglycolid (PGA) und Poly-D,L-lactid (PDLLA) aus den entsprechenden Salzen der a-

Chlorcarbonsduren hergestellt werden (Abbildung A.5). Diese Reaktionen waren schon in der
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o H.C o
t°C 3
n HsC—TH% — \CH / + nNaCl
Cl ONa / o—...

n
Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat Poly-D,L-lactid
o)
Y t°c o
n /CH2 CHz% + nNaCl
Cl ONa / o—...
n
Natriumchloracetat Polyglycolid

Abbildung A.5. Reaktionen zur festkdrperchemischen Darstellung der biodegradierbaren
Polyester Poly-D,L-lactid und Polyglycolid.

Beladung Trocknen

- -

Pore Pore mit Wirk-
stofflosung

Kompaktieren
-

In Polymermatrix
Pore mit Wirkstoft eingeschlossener
Wirkstoff

Abbildung A.6. Beladung eines pordsen Polymers mit einem Wirkstoff unter Vermeidung von
thermischer Belastung.

Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt.®**!"! Das als Nebenprodukt entstehende Natriumchlorid
scheidet sich in Form von Mikrokristallen (mit GroBenordnung unter einem Mikrometer)

innerhalb der Polymermatrix ab. Durch das Auswaschen von Natriumchlorid mit Wasser entsteht

[

somit ein mikroporoses Polymer.*” Die Poren in diesen Polymeren konnen mit einer
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Wirkstofflosung durch Sorption bei Raumtemperatur beladen werden. Nachdem das
Losungsmittel durch Abdampfen entfernt wurde, bleibt der Wirkstoff in den Mikroporen.
Nachfolgende Kompaktierung bei Raumtemperatur oder bei leicht erhohten Temperaturen fiihrt
im Idealfall zu einem Polymerimplantat mit dem in der Polymermatrix eingeschlossenem
Wirkstoff. Durch diese Methode wird jegliche thermische Einwirkung auf den Wirkstoff

vermieden (Abbildung A.6).

A1V Zielsetzung

Die Anzahl der Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung aus pordsen biodegradierbaren
Polyestern, die durch festkorperchemische Polymerisationsreaktionen hergestellt wurden, ist im
Vergleich zu Untersuchungen mit Polymeren aus den Polymerisationsreaktionen in fliissiger
Phase sehr gering. Das Ziel der nachstehenden Untersuchung ist es somit herauszufinden,
inwiefern die pordsen Polyester Poly-D,L-lactid und Polyglycolid fiir eine kontinuierliche
Wirkstofffreisetzung in wéssrigen Medien geeignet sind. Die angestrebte Freisetzung sollte
moglichst linear sein und eine betrdchtliche Zeitspanne (mehr als drei Monate) andauern. Solche
Freisetzungseigenschaften sind insbesondere fiir eine Hormontherapie forderlich, in der eine
geringe Menge Wirkstoff innerhalb eines langen Zeitraumes abgegeben werden soll. Die
Konzentration eines Wirkstoffes bei einer Hormontherapie im Blut eines Patienten, bei der die
effektivste Wirkung anfillt, ist so gering, dass die herkdmmlichen Verabreichungsmethoden wie
Einnehmen und Einspritzen hier keine Anwendung finden konnen.

In der letzten Zeit wird die Hormontherapie immer haufiger fiir Tumorbehandlungen eingesetzt.
Geschlechtshormone waren die ersten gefundenen Wachstumsfaktoren, die zur Entwicklung des
Krebses beitragen. Der Brustkrebs der Frau und das Prostatakarzinom des Mannes sind die

bekanntesten der als hormonabhingig geltenden Tumore. Laut der Krebsstatistik ist der
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Brustkrebs die hédufigste Tumorerkrankung der Frau. Beim Mann im fortgeschrittenen Alter
spielt das Prostatakarzinom eine &hnlich dominierende Rolle. Die operative Entfernung der
jeweiligen Keimdriisen, die das Geschlechtshormon Ostrogen bzw. Testosteron freisetzen
(Hoden bzw. Eierstdcke), sind altbekannte und oft effektive, aber wegen der psychischen
Belastung problematische Therapien. Durch die moderne Hormontherapie beim fortgeschrittenen
Brustkrebs und Prostatakarzinom konnen solche operative Eingriffe vermieden werden.
Hormon-Antagonisten, z. B. LHRH-Antagonisten, hindern das eigentliche Hormon an der

8381 LHRH (luteinizing hormon-releasing

Entfaltung seiner wachstumsfordernden Wirkung.!
hormon, Synonyme: Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)  Gonadorelin, sowie
Gonadoliberin) spielt mit seinem spezifischen Rezeptor eine zentrale Rolle in der
Neuroendokrinologie.*® Das Decapeptid LHRH (Abbildung A.7), entdeckt von A. Shally und
R. Guillemin,”®” ! wird in den Zellkorpern hypotalamischer Neuronen gebildet und pulsatil in
die Blutbahn sekretiert. Es stimuliert die Ausschiittung der geschlechtsspezifischen
Sexualhormone in Hoden und Eierstocken.

Intensive Forschung fithrte zur Erkenntnis, dass spezifische Rezeptoren fiir LHRH und
synthetische Analoga auch in der Hirnanhangdriise und anderen Geweben (z. B. Tumorzellen)™*”!
sowie in Organen vorhanden sind. Es wurden drei Konzepte der therapeutischen Anwendung
gefunden. Erstens die Wiederherstellung der normalen Physiologie durch die Gabe von LHRH
iiber Infusionspumpen, um Menschen mit fehlgesteuerter endogener LHRH-Sekretion zur
Fruchtbarkeit zu verhelfen, und zweitens die Verwendung langanhaltender LHRH-Agonisten,
die in Depotform zu einer Desensibilisierung der hypophysiren Rezeptoren und damit zu einer
Unterbrechung der Signalkaskade fiihren. Folge ist die biochemische ,,Kastration“, die gerade
bei hormonabhingigen Erkrankungen wie Prostatakrebs, Brustkrebs und Endometriose neue

Therapiemoglichkeiten eroffnet. Obwohl die Agonisten allgemein gut vertragen werden, ist

deren Nachteil ein initialer Stimulus der Hormonsekretion (Ostrogen, Testosteron), bevor es zu
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einer Rezeptorverarmung und einer kurzfristigen Verschlimmerung des Krankheitsbildes
kommt.”” Dies hat zur Entwicklung des dritten Konzepts, der Verwendung von LHRH-

Antagonisten, gefiihrt.”"! Bisher wurden weltweit ca. 5000 LHRH-Analoga synthetisiert und in

t.[92’93

vitro oder in vivo geteste ] Wihrend LHRH-Agonisten bereits seit etwa zehn Jahren am

Markt sind, befinden sich die am weitesten entwickelten LHRH-Antagonisten noch immer in der

Phase der klinischen Erprobung.”*’]

LHRH

Pyroglutamin - Histidin - Tryptophan - Serin - Tyrosin - Glycin - Leucin - Arginin - Prolin - Glycin- NH,
Goserelin

Pyroglutamin - Histidin - Tryptophan - Serin - Tyrosin - D-tert-Butylserin - Leucin - Arginin - Prolin - Azaglycin - NH,
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Abbildung A.7. Strukturformel des Wirkstoffs ,,Goserelin“ und seine Aminosauren-Reihenfolge
im Vergleich zum LHRH-Decapeptid.

Goserelin ist ein Beispiel der LHRH-Agonisten (Abbildung A.7). Seine Struktur représentiert die
in zwei Strukturpositionen modifizierte LHRH-Reihenfolge. Wegen seiner relativ stark
basischen Eigenschaften wird Goserelin meistens als Monoacetat-Salz verwendet. Die am Markt
erhiltlichen Priparate mit Goserelin (z. B. Zoladex® 3,6 und Zoladex®

10,8 von Zeneca)

verwenden die Technologie der kontrollierten Wirkstofffreisetzung aus den biodegradierbaren
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Polyestern auf der Basis der hochmolekularen Copolymere Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA). Die
Freisetzung von Goserelin aus diesen Praparaten dauert nicht langer als drei Monate und es wird
ein ,,burst effect” in den ersten wenigen Tagen beobachtet. Es stand also zur Frage, ob man durch
Verwendung von mikropordsen Polyestern Polylactid und Polyglycolid die Freisetzung von

Goserelin hinsichtlich der Dauer in der Linearitit verbessern konnte.



KAPITEL B: SYNTHESE POROSER BIODEGRADIERBARER POLYESTER 16

B. Synthese poroser biodegradierbarer Polyester: Polyglycolid
(PGA) und Poly-D,L-lactid (PDLLA)

B.lI Grundlagen

In der Industrie werden die biodegradierbaren Polyester PGA und PDLLA iiberwiegend aus
Hydroxyessigsdure oder Milchsdure durch verschiedene Verfahren hergestellt (Abbildung
B.1).’"! Die Direkte Kondensation dieser a-Hydroxycarbonsduren mit Sb,Os als Katalysator
fithrt zu einem niedermolekularen Produkt mit einem Polymerisationsgrad, der im Bereich von
ca. 15 bis 150 liegt.”” Ein hochmolekulares Produkt mit einem Polymerisationsgrad von mehr
als 1500 lasst sich direkt aus a-Hydroxycarbonséduren nur durch azeotrope Destillation von
Wasser herstellen.”™ Das niedermolekulare Produkt kann durch Verwendung von
Verkettungsreagenzien weiter zu hochmolekularen Ketten polymerisiert werden. Am haufigsten
werden diese Polymere aus den zyklischen Dimeren Diglycolid und Dilactid in fliissiger Phase
hergestellt. Als Katalysatoren werden Zinn-Verbindungen verwendet. Der Mechanismus dieser
Reaktionen und die Molmasse des Produkts hdngen von den Reaktionsbedingungen, dem
Katalysator und den Zusitzen ab.”” Die zyklischen Dimere werden durch Pyrolyse von o-
Hydroxycarbonsduren bei erhohten Temperaturen erhalten, die eventuell dabei entstehenden
niedermolekularen Polymerisationsprodukte werden bei diesen Bedingungen auch in die
zyklischen Dimere gespalten.

Polymere, die durch festkdrperchemische Polymerisationsreaktionen (Abbildung A.5) hergestellt
werden, sind niedermolekular (Polymerisationsgrad < 50). Diese Reaktionen werden bei viel
hoheren Temperaturen durchgefiihrt als bei der analogen Synthese aus den zyklischen Dimeren
in fliissiger Phase. Bei den Temperaturen der festkorperchemischen Reaktionen konkurriert die

Polymerisation mit vielen anderen Nebenreaktionen. In der Abbildung B.2 sind einige Beispiele
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Abbildung B.1. Industrielle Herstellungsmethoden von Polylactid und Polyglycolid aus

Milchsdure und Hydroxyessigséure.

solcher Reaktionen dargestellt. Durch Pyrolyse wird ein Molekiil des jeweiligen zyklischen

Dimers vom Ende einer Polymerkette abgespalten, der Polymerisationsgrad verringert sich somit

um 2 Monomereinheiten. Dieser Prozess kann mit demselben Molekiil weiter vorgehen. Fiir die

festkorperchemischen Synthesen ist die Anwesenheit von Wasser entscheidend. Bei diesen

Temperaturen reagiert Wasser leicht mit den Natrium-Salzen der 2-Chlorcarbonsduren, dabei

entstehen entsprechende o-Hydroxycarbonsduren, die sich entweder verfliichtigen oder zu den

zyklischen Dimeren reagieren. Das Wassermolekiil wird im letzten Fall wieder regeneriert.

Wasser kann auflerdem die wachsenden Polymerketten an einer beliebigen Stelle durch
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Hydrolyse spalten, dabei verringert sich der Polymerisationsgrad wesentlich. Leider ist es
praktisch unmdglich, Wasser aus der Reaktionssphére vollig auszuschlieBen, da es immer in
geringen Mengen in den Ausgangssalzen und in der Luft vorhanden ist. Fiir die Synthese in
flissiger Phase beeinflussen all diese Nebenreaktionen den Polymerisationsgrad entweder durch
geringere Temperaturen oder durch Verdiinnung unwesentlich. Dennoch sind die
festkdrperchemischen Synthesen bisher der einzige Weg, die mikroporésen PGA und PDLLA

mit einer groBBen Porositdt und einer gleichméBigen Porenverteilung zu erhalten.

Abbildung B.2. Mogliche Nebenreaktionen bei festkdrperchemischer Herstellung von
Polyglycolid und Polylactid aus Natriumsalzen entsprechender a-Chlorcarbonsduren: (A) —
Abspaltung des zyklischen Dimers von der wachsenden Polymerkette durch Pyrolyse; (B) —
Hydrolyse des Ausgangssalzes und Dimerisierung; (C) — Spaltung einer Polymerkette an einer
beliebigen Stelle durch Hydrolyse.
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B.1l Praparative Arbeiten

Pordses Polyglycolid

Die Synthese des pordsen PGA erfolgte durch eine bereits frither verwendete Methode.['" Ein
500 ml Rundkolben aus Teflon mit 40 g (343,4 mmol) Natriumchloracetat (Merck, 99%
Reinheit) wurde an einen Rotationsverdampfer angeschlossen. Der Kolben wurde bei stindigem
Rotieren ohne Vakuum und Kiihlung in einem Silicondlbad erhitzt. Der Kolbeninhalt wurde
stindig mit einem Magnetriihrfisch geriihrt. Die Temperaturerhohung erfolgte mit folgender
Geschwindigkeit: etwa 2 Stunde von Raumtemperatur bis 140° C und dann jede ’2 Stunde 5° C.
Sehr langsames Erhitzen, Durchrithrung mit einem Magnetriihrfisch und Rotieren sollten die
lokalen Uberhitzungen des Stoffes verhindern. Da die Festkdrperpolymerisation des
Natriumchloracetats stark exotherm ist, kann eine lokale Uberhitzung zu unerwiinschten
Nebenreaktionen wie Verbrennen des Stoffes durch Luftsauerstoff und Verkohlen fiihren. Die
ungefdahre Temperatur des Reaktionsbeginns wurde durch die Ergebnisse der DSC-Untersuchung
des Natriumchloracetats ermittelt. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der IR-Spektren
der direkt aus der Reaktionsmischung entnommenen Proben kontrolliert. Im Verlauf der
Reaktion wird der Carboxylgruppenpeak bei ca. 1620 cm™ kleiner, wihrend ein intensiver Peak
der Esterbindungen bei ca. 1745 cm™ erscheint (Abbildung B.3). Die Polymerisationsreaktion
des Natriumchloracetats war bei 185° C abgeschlossen. Um das als Nebenprodukt entstandene
Natriumchlorid zu entfernen, wurde die Reaktionmischung nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur gemdrsert, mit demineralisiertem Wasser (ca. 500 ml) aufgegossen und in
einem Kiihlschrank bei +3° C fiir 3 Tage gelassen. Die Kiihlung war nétig, um die hydrolytische
Zersetzung des Polymers auf ein Mindestmal} einzuschrdnken. Das Polymer wurde dann mit
einem Biichnertrichter abfiltriert und im Olpumpenvakuum vollstindig getrocknet. Die

Vollstindigkeit der Extraktion des Natriumchlorids wurde mittels Rontgenpulverdiffraktometrie
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(XRD) gepriift. Ausbeute PGA: 93 % (18,54 g, 159,1 mmol). AuBerdem wurde das erhaltene
Polymer mit Viskosimetrie in 1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol (HFIP), DSC und IR-

Spektroskopie charakterisiert.
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Abbildung B.3. IR-Absorptionspektrum von Natriumchloracetat (A) und Polyglycolid aus der
Festkorperreaktion (B) (nach dem Auswaschen von NaCl).

Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat

Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat wurde durch eine leicht modifizierte Methode aus der
Literaturvorschrift''®"! erhalten. 11,66 g (291,6 mmol) NaOH (Merck, Reinheit >99 %) wurden
in 200 ml Methanol geldst und die Losung wurde auf 0° C mit Eis gekiihlt. Dementsprechend

wurden 25 ml (31,65 g, 291,6 mmol) (R,S)-2-Chlorpropionsidure (Merck, Reinheit >95 %, 4 %

2,2-Dichlorpropionsdure) in 200 ml Methanol geldst und mit Eis abgekiihlt. Die NaOH-Lsung
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Abbildung B.4. Eine mogliche Nebenreaktion bei der Darstellung von Natrium-2-chlorpropionat
aus 2-Chlorpropionsdure und Natriumhydroxid: (A) — Sy2-Substitution von Chlor durch
Hydroxydionen; (B) — Eliminierung von Chlorwasserstoff unter Bildung einer Doppelbindung.

wurde langsam bei stindigem Riihren und unter Kiihlung zur Séure-Losung getropft. Die
Kiihlung und die Vermeidung eines Uberschusses an Natriumhydroxid in der Sdure-Losung
sollte die nukleophile Substitution durch Hydroxylgruppen und Elimination des Chlors beim a-
Kohlenstoffatom der 2-Chlorpropionsdure verhindern (Abbildung B.4). Nach der Zugabe der
ganzen NaOH-Losung wurde das Methanol an einem Rotationsverdampfer entfernt. Die nach
der Synthese von Natrium-2-chlorpropionat verbleibende kleine Menge an 2-Chlorpropionséure
stort bei der Festkorperpolymerisation. Diese ist aber sehr schwer zu entfernen, da sie mit
Natrium-2-chlorpropionat feste und klebrige Klumpen bildet. Die Sdure kann mit Aceton nicht
vollstindig ausgewaschen werden. Beim Mdrsern kleben die Klumpen dabei zusammen. Wenn
man aber das synthetisierte Natrium-2-chloropropionat direkt nach der Synthese in moglichst
wenig Wasser 10st und das Wasser eindampft, so bekommt man eine dlartige Fliissigkeit, die aus
einem Gemisch von Natrium-2-chloropropionat, 2-Chlorpropionsidure und wenig Wasser besteht.
Mischt man dieses Gemisch mit Aceton und dampft das Aceton ab, so kann man die Wasserreste
beseitigen. Man bekommt eine feste Masse, in der die 2-Chlorpropionsédure gleichméBig verteilt
ist. Diese kann man leicht mit einem Spatel zerkleinern; man wischt dann in einem
Biichnertrichter jeweils dreimal mit zwei Portionen Aceton, um die 2-Chlorpropionsdure zu

entfernen. AnschlieBend wird das Pulver im Vakuum getrocknet. Die Substanz wurde mittels IR-
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Spektroskopie, 'H-NMR in D,0 and DSC charakterisiert. Ausbeute: 84% (31,96 g, 244,9 mmol).
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Abbildung B.5. IR-Absorptionspektrum von Natrium-2-chlorpropionat (A), PDLLA aus
Natrium-2-chlorpropionat (Polymerisation bei 148° C) (B) und PDLLA aus Natrium-2-
chlorpropionat (Polymerisation bei 170° C) (C).

Poroses Poly-D,L-lactid (PDLLA)

Poréses PDLLA wurde durch dieselbe Methode erhalten, die oben zur Darstellung des
mikropordsen Polyglycolids beschrieben wurde.!'" 30 g (229,9 mmol) Natrium-(R,S)-2-
chlorpropionat  wurden zur festkorperchemischen  Polymerisation  gebracht. Die
Polymerisationsreaktion war bei 170° C abgeschlossen. Der Reaktionsverlauf wurde durch IR-
Spektroskopie der direkt aus der Reaktionsmischung entnommenen Proben kontrolliert
(Abbildung B.5). Nach dem Auswaschen des Polymerisationsprodukts mit demineralisiertem

Wasser bei +3° C wurde der erhaltene Feststoff filtriert. Die Vollsténdigkeit der Extraktion des
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Natriumchlorids wurde mittels Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD) gepriift. AuBerdem wurde
das erhaltene Polymer mittels Viskosimetrie in Chloroform, DSC, IR-Spektroskopie und 'H-

NMR in CDClI; charakterisiert. Ausbeute: 88 % (14,57 g, 202,3 mmol).

B.111 Ergebnisse

DSC-Untersuchungen des Natriumchloracetats und Natrium-(R,S)-2-chlorpropionats zeigen
grole exotherme Peaks der Festkorperpolymerisation (Abbildungen B.6, B.7). Fiir den
Polymerisationsbeginn des Natriumchloracetats betrdgt die Onsettemperatur 205° C, AHy,
-23,6 kJ mol™, fiir Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat betrigt die Onsettemperatur 178° C, A;Hp,
-34,80 kJ mol!. Wie aus den DSC-Messungen ersichtlich ist, verlduft die
Polymerisationsreaktion von Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat viel spontaner als von
Natriumchloracetat. Davon zeugen viel schmalere und hohere exotherme Peaks auf den DSC-
Diagrammen und fast 50 % groBere Reaktionsenthalpien der Polymerisationen (in J mol™) fiir
Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat im Vergleich zu Natriumchloracetat.

Damit kann man auch die Tatsache erkldren, dass es nicht gelang, das PDLLA aus
Festkorperpolymerisation in reinster Form herzustellen. Das Polymer wird wéihrend der Reaktion
durch partielle Verkohlung oder Verbrennung braun bis dunkelbraun. Das PDLLA selbst ist in
Reinform weil3 oder farblos. Eine Durchfiihrung der Reaktion in Argon-Schutzatmosphére bringt
in diesem Sinn keine erkennbare Verdnderung. Das durch Festkorperpolymerisation hergestellte
PGA ist dagegen weil3, eventuell leicht grau.

Die hergestellten Polymere unterscheiden sich sehr in ihren physikalischen Eigenschaften. Das
PGA ist partiell kristallin, wihrend das PDLLA vollig rontgenamorph ist. Durch seine Struktur
hat das PGA einen relativ hohen Schmelzpunkt. In seiner DSC-Messung (Abbildung B.8) sicht

man zwei deutliche endotherme Signale bei etwa 200° und 220°C, die dem Schmelzen
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Abbildung B.6. DSC-Untersuchung von Natriumchloracetat. Der kleine Peak bei ca. 120° C
entspricht vermutlich der Verdampfung von Kristallwasser, der grof3e exothermer Peak bei ca.
205° C entspricht der Festkdrperpolymerisation.
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Abbildung B.7. DSC-Untersuchung von Natrium-2-chlorpropionat. Der groe exothermer Peak
bei ca. 180° C entspricht der Festkorperpolymerisation.

zuzuordnen sind (AH~6,35 kJ mol™). Die XRD-Messung zeigt schwache Signale bei 26 =22,5
und 29,0°. In der DSC-Messung vom durch Festkorperpolymerisation hergestellten PDLLA

(Abbildung B.9) sieht man nur einen extrem kleinen endothermen Peak bei ca. 40° C, der dem
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Glasiibergang entspricht. Zum Unterschied von PGA ist PDLLA gut in vielen organischen

Losungsmitteln wie Aceton, Dichlormethan, Chlorofom, Ethylacetat 16slich.
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Abbildung B.8. DSC-Untersuchung von Polyglycolid aus der Festkorperreaktion (nach dem
Auswaschen von Natriumchlorid).
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Abbildung B.9. DSC-Untersuchung von PDLLA aus Natrium-2-chlorpropionat (nach dem
Auswaschen von Natriumchlorid).

Die Struktur dieser Polymere geht aus der Struktur ihrer Monomere hervor (Abbildung B.1). Das

PDLLA hat eine verteilte unregelméfBige Anordnung der Methylgruppen an den asymmetrischen
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o-Kohlenstoffatomen der Lactidfragmente in den Polymerketten, und kann somit keine
Kristallstruktur bilden. Solche Polymere werden als ataktisch bezeichnet. Das PGA hat dagegen
keine Substituenten an den a-Kohlenstoffatomen, d. h. es liegen definiert angeordnete Ketten
vor. Solche Polymere werden isotaktisch genannt. Ein weiteres Beispiel eines isotaktischen
Polymers ist Poly-L-lactid (PLLA). Es hat eine regelméfige, periodische Anordnung der
Methylgruppen am a-Kohlenstoffatom der Lactidfragmente. Aus isotaktischen Molekiilen bilden
sich leichter Kristalle, weil sie sich besser aneinander lagern kénnen. So sind PGA und PLLA
partiell kristalline Polymere, PDLLA hingegen nicht. Der Grad der Kristallinitit wiederum
bestimmt wichtige Eigenschaften eines Polymers: Kristallinere Kunststoffe sind hérter, haben
eine hohere Formbestindigkeit und ihr Schmelzpunkt bzw. Erweichungspunkt erh6ht sich. Denn
bei gleichméBiger Anordnung der Molekiile konnen zwischenmolekulare Kréifte besser wirken.
Eine DSC-Messung von PLLA (Abbildung B.10) bestitigt diese Vermutung: PLLA hat eine
hohe Schmelztemperatur von etwa 175° C und eine hohe Schmelzenthalpie (63,85 J g oder

4,6 kJ mol”' Monomereinheit).
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Abbildung B.10. DSC-Untersuchung von Resomer” L210, Boehringer (Poly-L-lactid, PLLA)
(links) und Resomer® R207 (Poly-D,L-lactid, PDLLA) (rechts). Die endothermen Peaks
entsprechen dem Schmelzen (ca. 175° C fiir PLLA) bzw. dem Glasiibergang (ca. 50° C fiir
PDLLA).
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Die Viskosimetrie der hergestellten Polymere wurde in Chloroform (fir PDLLA) und
1,1,1,3,3,3-Hexafluorisopropanol (HFIP) (fiir PGA) bei 20° C durchgefiihrt. Die Viskosimetrie
ist eine Methode zur Bestimmung des Molekulargewichts eines Polymers anhand der
Verdnderung der Viskositdt von Polymerlosungen mit verschiedenen Konzentrationen. Sie
wurde nach dem in der Literaturvorschrift!'®! beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Leider 16st
sich das PGA in fast keinem Losungsmittel auler HFIP, welches sehr fliichtig, toxisch und

zudem noch teuer ist.

Das Verhiltnis zwischen dem mittleren Molekulargewicht M, und der charakteristischen

Viskositit [ 77] (Staudinger-Index) wird mit der Mark-Houwink’schen Gleichung beschrieben:
[7]=K, M (B.1)

wobei a und K, von Polymer, Losungsmittel und Experimentalbedingungen abhéngige

Konstanten sind."'®! Die charakteristische Viskositit wird aus der Reihe der relativen

Viskositidten von Losungen mit verschiedenen Polymerkonzentrationen durch Extrapolation

berechnet:

[17] = lim Zrel (B.2)

>0 C

In der Literatur findet man keine Angaben fiir @ und K,, fiir PGA in HFIP. Die erhaltenen Werte
fir [77] konnen aber durch die empirische Gleichung von Kenley et al'® in die Werte fiir
Tetrahydrofuran (THF) konvertiert werden:

[7]tur = 0,405[ 77]urie + 3,2 (B.3)
Fiir [ 77]rur sind die Konstanten a und K,, bekannt (20° C): K,,= 0,73 und a = 4,8:10,
Fiir die Berechnung der Viskositidt von PDLLA in Chloroform wurden die folgenden Konstanten

verwendet:!'%! K,=0,87und a= 7,4-10"3.
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Die erhaltenen Werte der mittleren Molekulargewichte fiir die festkdrperchemisch hergestellten
Polymere betragen: 1330 g mol™ fiir PGA (Polymerisationsgrad 23), 4170 g mol” fir PDLLA
(Polymerisationsgrad 58).

In der Abbildung B.11 sind die rasterelektronenmikroskopischen (REM) Aufnahmen von PGA
und PDLLA direkt nach der Polymerisation (mit Natriumchlorid) und nach dem Auswaschen mit
Wasser dargestellt. Man kann die Poren mit einer GroB3e von unter einem Mikrometer gut

erkennen.

e GG 3 e ] . A N 4 45 o W gy
EHT = 10.00kV Signal A=SE2  Date :20 Aug 2002 B Ruhr-Universitat-Bochum 1um EHT = 10.00kV Signal A=SE2  Date :4 Jul 2002
WD= 13mm PhotoNo.=10  Time :13:47 Zentrales REM —————— WD= 1imm PhotoNo.=3  Time:10:27

i

= = - Ruhr-Universitat-Bochum 2um EHT = 10.00kV Signal A=SE2  Date :1 Dec 2003
X Arbeitsabstand= 5mm  Signal A= InLens Hochsp. = 1.00 kV Zentrales REM — WD= 10mm PhotoNo. =5 Time :10:33

1um

Abbildung B.11. REM-Aufnahmen von PGA direkt nach der Polymerisation (a), nach dem
Auswaschen mit Wasser (b); von PDLLA direkt nach der Polymerisation (c), nach dem
Auswaschen mit Wasser (d).
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C Freisetzung aus uniaxial gepressten Formkorpern

C.1 Grundlagen

Der erste Teil der Untersuchungen der Wirkstofffreisetzung aus pordsen Polyestern wurde mit
uniaxial gepressten PGA-Formkorpern durchgefiihrt. Als ein Modellwirkstoff fiir die
Freisetzungsexperimente wurde zuerst die Aminosdure L-Phenylalanin (Phe) gewihlt
(Abbildung C.1). Die Zusammensetzung aller aus PGA und Phe hergestellten Formkdrper, ihre
Herstellungsmethode und kurze Angaben zur Freisetzungsdauer sind in Tabelle C.1

zusammengefasst. Detaillierte Herstellungsmethoden aller Formkdorper sind nachstehend

aufgefiihrt.
HoN /o
CH—C/
CH, OH
Phenylalanin

Abbildung C.1. Strukturformel des Phenylalanins.

Uniaxiales Pressen wird iiblicherweise fiir die Herstellung von Formkorpern mit relativ gro3en
Abmessungen verwendet. Die Oberfliche des Querschnitts bei uniaxialem Verpressen betragt
normalerweise mindestens 20 mm>."%*'"" Zur Herstellung von Formkérpern mit kleineren
Querschnitten sind viel kompliziertere Pressformen notwendig und die aufgelegten
Stempelkréfte diirfen nicht vergleichbar hohe Werte wie bei grofleren Querschnitten erreichen,

da der Druck durch den kleineren Querschnitt viel groBer ist.'®™! Geringe Stempelkrifte fiir
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Formkorper mit kleinen Querschnitten fiihren zu mangelhafter Kompaktierung und relativ
schneller Wirkstofffreisetzung. Zur Herstellung von Formkorpern durch uniaxiales Verpressen

[107,109

werden die mechanisch mit einem Wirkstoff vermischten Polymere J'und auch die vor dem

Pressen hergestellten mit einem Wirkstoff beladenen Polymer-Mikrokugeln!!%!0%110-111]
verwendet. Das Verpressen von Mikrokugeln hat den Vorteil, dass die Verteilung des
Wirkstoffes innerhalb des Endformkorpers relativ  gleichméBig ist. Die Dauer der
Wirkstofffreisetzung in wéssrigen Medien aus uniaxial gepressten Formkorpern ist jedoch in den
meisten Fillen relativ kurz (je nach der Natur des Wirkstoffes und seiner Hydrophilitét bis zu ca.
10 Tagen) und wird von einem ,,burst effect begleitet. Um die Freisetzung zu verlangsamen
werden die fertigen Formkorper oft mit einer dufleren hydrophoben Polymerschicht, die keinen
Wirkstoff enthlt, versehen.!'>'%!%121131 1 den meisten Fillen erfolgt die Beschichtung eines
Formkdrpers durch Eintauchen in eine Losung eines Polylactid- oder Poly(lactid-co-glycolid)-
Polymers von einer hohen Konzentration in Dichlormethan, Chloroform, Aceton, Ethylacetat
und anderen Losungsmitteln. Die Formkdrper werden anschlieBend getrocknet. Solche
Polymerbeschichtungen, je nach dem Typ des verwendeten Polymers und der Natur des
Wirkstoffes, konnen die Freisetzung bedeutend verlangsamen (bis zu drei Monaten und

)[15,113]

mehr In einigen Untersuchungen wurden auch Methoden zur Beschichtung der

biodegradierbaren Mikrokugeln entwickelt und getestet.!'*2*]
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Tabelle C.1. Zusammensetzung der durch uniaxiales Verpressen hergestellten Formkorper
(Phe=L-Phenylalanin).

Nr. | Bestandteile Herstellung und Pressbedingungen | Beschichtung| Freisetzungs-
kinetik
1 |PDLLA Phe in wenig Wasser 16sen, PDLLA |keine 100 %, <2 Tage
(pords) + (pords) in der Losung dispergieren,
9 % Phe (Ww:w) |im Vakuum trocknen, bei 50°C/30
kN 15 min verpressen. Geometrie:
Quader, 30-5-2 mm’.
2 |PGA (pords) +|Phe in wenig Wasser 16sen, PGA |keine 100 %, 2 Tage
9 % Phe (W:w) | (pords) in der Losung dispergieren,
im Vakuum trocknen, bei 150°C/30
kN 15 min verpressen. Geometrie:
Quader 30-5-2 mm’.
3 |PGA (pords) + |Partiell gelostes Phe + PGA (poros) | PLLA 8x 100 %, 4 Tage
30 % Phe (w:w) [in wenig Wasser dispergieren, im|PLLA 14x 100 %, 9 Tage
Vakuum trocknen, bei 150°C/30 kN |PDLLA 1x | 100 %, 4 Tage
15 min verpressen, in Quader 7-5-5 | PDLLA 13x |100 %, 75 Tage
mm’ zersagen.
4 |PGA (pords) +|Phe + PGA trocken vermischen, bei|PLLA 8x 100 %, 4 Tage
30 % Phe (w:w) [50°C/120 kN 15 min verpressen, in |PLLA 11x 100 %, 4 Tage
Quader 5-5-5 mm’ zersdgen. PLLA 14x 100 %, 4 Tage
PDLLA 5x | 100 %, 30 Tage
PDLLA 9x [100 %, 60 Tage
PDLLA 13x | 100 %, 90 Tage
5 |PGA (porés) +|Phe + PGA + PDLLA trocken|PDLLA 5x |100 %, 70 Tage
30% Phe + 5 % | vermischen, bei 50°C/120 kN 15 min | PDLLA 9x | 100 %, 80 Tage
PDLLA verpressen, in Quader 5-55 mm’ |[PDLLA 13x | 100 %, 90 Tage
(Boehringer) zersdgen.
(W:w)
6 |PGA (pords) + |Partiell gelostes Phe + PGA (pords) | PDLLA 100 %, 10 Tage
30% Phe + in wenig Wasser dispergieren, im |(einzelne
50 % PDLLA | Vakuum trocknen, PDLLA | Partikel)
(Boehringer) (Boehringer) in  CHCl; 16sen, | PDLLA ~90 %, 45 Tage
(w:w) PGA/Phe in  dieser  Ldsung |(einzelne
dispergieren, CHCl; im Vakuum |Partikel)+
entfernen, bei 50°C/120 kN 15 min | PDLLA 5x
verpressen, in Quader 5-5-7 mm’ | PDLLA ~60 %, 45 Tage
zersagen. (einzelne
Partikel)+
PDLLA 9x
PDLLA ~60 %, 45 Tage
(einzelne
Partikel)+
PDLLA 13x
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C.11 Praparative Arbeiten

Alle Freisetzungsexperimente wurden in einer wassrigen Pufferlosung bei 37°C durchgefiihrt.
Bestandteile der Pufferlosung waren: 0,1 M NaH,PO,, 0,1 M Na,HPO,; der pH-Wert von 7,4
wurde mit Natriumhydroxid eingestellt. Der jeweilige Freisetzungskorper wurde in einem
Filterpapierumschlag im wissrigen Medium in einem Rundkolben unter stindigem sehr
langsamem Riihren der Losung angehingt. Das Volumen des Mediums wurde so eingestellt,
dass die maximale Konzentration des Phenylalanins den Wert von ca. 300 mg I"' erreichte. Ein
typisches Volumen war 200 ml. Um die Menge des freigesetzten Phenylalanins zu einem
Zeitpunkt zu messen, wurde 1 ml der Losung zur Bestimmung der Konzentration des
Phenylalanins entnommen. Diese entnommene Menge wurde dann bei der Berechnung der

Menge des freigesetzten Phenylalanins beriicksichtigt:
n—1
m, =V,c,, m, =(V,-107(n-1))c, +107°> ¢, n>2 (C.1)
i=1

wobei n die Probennummer, m, die Masse des freigesetzten Phenylalanins (in mg) am Tag der
Entnahme von Probe n, ¢, die Konzentration von Phenylalanin (in mg ') in der Probe n, V das
Anfangsvolumen der Pufferlésung (in 1) vor der ersten Probenentnahme waren.

Die Konzentrationen des Phenylalanins in den Proben wurden mittels UV-Spektroskopie in
Quarzkiivetten (Quarzglas Suprasil®, Durchlissigkeitsbereich 200-2500 nm, optischer Weg 1
cm, Vergleich-Luft) bestimmt. In der Abbildung C.2 ist das UV-Spektrum des Phenylalanins und
die Kalibrationskurve fiir die Phenylalanin-Losungen im Phosphatpuffer bei Konzentrationen
von 60-300 mg I"' dargestellt. Die Absorptionswerte wurden bei der Wellenlidnge Amax~257,5 nm

bestimmt.
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Herstellungsmethoden der Formkdrper fur die Freisetzungsexperimente
Alle Formkdrper wurden durch uniaxiales Verpressen in einer Pressform aus Edelstahl in einer
hydraulischen Presse (Paul-Otto Weber Maschinen-Apparatebau GmbH PW 10 H) hergestellt.
Die Pressplatten und somit die Pressform aus Stahl wurden wéhrend des gesamten
Pressvorgangs temperiert. Die Basis der Pressform hatte die Geometrie eines Rechtecks von
30-5 mm’. Somit ergab sich nach dem Pressen eine quaderformige Geometrie der Formkorper
(30-5-Héhe mm’). Die Formkorperhhe war von der Menge des eingesetzten Stoffes und dem
Betrag der angewandten Stempelkraft abhéngig.

0.45 -

0,40+

0,35 +
0,301

0,30

257,5 nm
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In(i,/)

0,20 0,257
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Abbildung C.2. UV-Absorptionspektrum des Phenylalanins und Abhéngigkeit der
Lichtabsorption bei 257,5 nm von der Konzentration des Phenylalanins im Phosphatpuffer.

Stabchen 1 und 2. Um die Polymere mit dem Wirkstoff zu beladen, wurde eine gesittigte Losung
des Wirkstoffs in Wasser zubereitet (die Loslichkeit von Phe in Wasser bei 25°C betragt
27 mg ml™). Das pordse PDLLA des Stibchens 1 und das pordse PGA des Stibchens 2 wurden
in der Menge von je 270 mg in 1 ml von der Losung dispergiert. Die Dispersion wurde an einer
Olpumpe vollstindig getrocknet. Der Beladungsgrad betrug in diesem Fall 9 % (27 mg/297 mg).
Die Pressbedingungen fiir die Mischung mit PDLLA waren 50° C, 30 kN, 15 min und fiir die

Mischung mit PGA 150° C, 30 kN, 15 min. Abmessungen der Stibchen: 30-5-2 mm’.
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Stabchen 3. Die Komponenten PGA + Phe (70 % + 30 %) wurden vermischt, in einem kleinen
Volumen Wasser dispergiert, zwei Stunden geriihrt, dann im Vakuum getrocknet und bei 150°C /
30 kN 15 Minuten gepresst. Wegen der relativ geringen Loslichkeit konnte das Phe in Wasser
nicht vollstindig geldst werden. Die GroBe des Stibchens betrug 30-5-7 mm®. Es wurde in sechs
nahezu gleiche Wiirfel zersigt (mit der GroBe 5-5-7 mm’). Die rasterelektronenmikroskopische

Aufnahme der Oberfliche eines Wiirfels ist in Abbildung C.3 dargestellt.

ul ochum 2um EHT = 500kV SignalA=$E2  Date ‘4 Jul 2002
Zer WD = 7mm PhotoNo. =16 Time :10:40

Abbildung C.3. Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache des Stdbchens 3
(PGA + 30% Phenylalanin), unbehandelt nach dem Pressen.

Beschichtung aller Freisetzungskorper. Die von den Stibchen abgesidgten Wiirfel wurden zur

Beschichtung in eine Losung von Hochmolekulargewicht-PLLA (Resomer™ L210, Boehringer,

Durchschnittsmolekulargewicht M, ca. 2:10° g mol') oder PDLLA (Resomer® R207,

Boehringer, Durchschnittsmolekulargewicht M, ca. 10° g mol™) in Chloroform eingetaucht. Um

die Viskositdt und somit die Haftfahigkeit der Polymerlosungen auf der Oberfliche der Wiirfel
zu erhShen, wurden sehr hohe Konzentrationen verwendet (ca. 140 mg ml™). Nach jedem
Eintauchen wurde der jeweilige Wiirfel fiir ca. 10 Minuten aus der Losung genommen, damit das
Losungsmittel partiell verdunstete und die auf der Oberfliche des Wiirfels entstandene Schicht
sich verhirtete. Nach dem letzten Eintauchen wurde der Formkorper drei Tage in einem

Trockenschrank bei 37° C gehalten, um das Losungsmittel vollstdndig zu entfernen.
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Die entsprechenden Beschichtungen werden in der Tabelle C.1 und im Folgenden nach der
Abkiirzung ,,<Polymertyp><Zahl>x* bezeichnet, wobei <Polymertyp> entweder PLLA fiir
Resomer” 1210 oder PDLLA fiir Resomer® R207 und <Zahl> Anzahl der Beschichtungs-
vorginge ist. Die Bezeichnung ,PLLA 8x*“ bedeutet z. B. ,beschichtet durch 8maliges
Eintauchen in PLLA (Resomer® L210) in Chloroform®, ,,PDLLA 13x* bedeutet ,,beschichtet
durch 13maliges Eintauchen in PDLLA (Resomer® R207) in Chloroform®. Um die Polymere
PLLA (Resomer® 1210) und PDLLA (Resomer” R207) von den festkdrperchemisch
hergestellten Polymeren weiterhin zu unterscheiden, werden sie PLLA (Boehringer) und PDLLA
(Boehrigner) genannt. Die festkdrperchemisch hergestellten Polymere werden PGA (pords) und
PDLLA (pords) genannt.

Stabchen 4 und 5. PGA und Phe (jeweils 30 %) wurden trocken vermischt. Stdbchen 5 wurde
auflerdem unter Zusatz von 5% PDLLA (Boehringer) hergestellt. Somit besteht das Stibchen 4
aus 30 % Phe und 70 % pordsem PGA, und das Stibchen 5 aus 30 % Phe, 65% porosem PGA
und 5 % PDLLA (Boehringer). Diese Stibchen wurden bei einer wesentlich hoheren
Stempelkraft (120 kN) und einer niedrigeren Temperatur (50° C) als Stdbchen 2 und 3 gepresst.
Die Pressdauer betrug 15 Minuten. Die beiden Stébchen wurden in sechs nahezu gleiche Wiirfel
zersigt (mit der GroBe 5-5-5 mm’®). Sechs Wiirfel aus Stibchen 4 wurden folgendermaBen
beschichtet: 8x, 11x, und 14x mit PLLA (Boehringer); und 5x, 9x, und 13x mit PDLLA
(Boehringer), drei von sechs Wiirfeln aus Stdbchen 5 wurden 5x, 9x, und 13x mit PDLLA
(Boehringer) beschichtet.

Stabchen 6. Dieses Stidbchen besteht aus 30 % Phe, 20% PGA und 50 % PDLLA (Boehringer).
Es wurde folgendermaf3en hergestellt: Pordses PGA wurde mit Phenylalanin in moglichst wenig
Wasser vermischt und zwei Stunden intensiv geriihrt, die Mischung wurde dann im Vakuum
getrocknet. Das erhaltene Pulver wurde mit der entsprechenden Menge PDLLA (Boehringer)-

Chloroform-Losung (ca. 140 mg ml™) versetzt und das Losungsmittel wurde in Vakuum
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vollstdndig entfernt. Die erhaltene Masse wurde bei 50° C, 120 kN, 15 Minuten gepresst. Mit
dieser Methode wurde versucht, jedes einzelne mit Phe beladene PGA Partikel mit einer eigenen
PDLLA-Schicht zu versehen. Nach dem Pressen wurde das Stdbchen in sechs Wiirfel mit den
MaBen 5-5-7 mm’ zersigt, von denen drei Wiirfel in PDLLA (Boehringer) 5x, 9x und 13x

beschichtet wurden.

C.111 Ergebnisse

Die erste Freisetzung wurde mit 9 %ig beladenem Stdbchen aus pordsem PDLLA durchgefiihrt
(Stdabchen 1). Wegen einer sehr geringen Glasiibergangstemperatur des porosen PDLLA (40-45°
C) wurde das Stdabchen nur bei 50° C gepresst. Die ganze Menge an Phenylalanin war schon
nach ca. 40 Stunden freigesetzt. Innerhalb dieser Zeit wurde nur eine Probe entnommen, somit
ist keine Freisetzungskurve vorhanden. AuBlerdem verlor das Stibchen nach drei Tagen im
Phosphatpuffer bei 37° C seine urspriingliche Geometrie und war teilweise zerstort und
aufgelost. D. h. die Freisetzungskorper aus dem erhaltenen porésen PDLLA sind zu instabil in
der Phosphatpufferlosung und sind somit fiir eine Freisetzung {iber einen lingeren Zeitraum
zumindest ohne duBlere Beschichtung ungeeignet. Das wissrige Medium dringt leicht durch die
unbestindige Polymermatrix ein und 16st die Aminosdure auf.

PGA ist dagegen partiell kristallin und hat deshalb eine viel groBere Schmelztemperatur (ca.
220° C) als die Glasiibergangstemperatur des pordsen PDLLA. Das Stibchen 2 wurde aus dem
pordsen PGA hergestellt. Da die Schmelztemperatur des pordsen PGA relativ hoch ist, wurde
das Stébchen durch Pressen bei 150°C hergestellt. Der Beladungsgrad war in diesem Fall auch
9 %. Die Darstellung der Freisetzungskinetik ist in der Abbildung C.4 ersichtlich. Da die
Freisetzung aus dem Stidbchen 1 so schnell verlief, wurden hier die Proben am Anfang alle 15

Minuten aus der Losung entnommen. In diesem Fall erfolgte die Freisetzung sehr schnell (ca.
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Abbildung C.4. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phenylalanin aus dem Stidbchen 2
(PGA, 30 % Phe). 100 % Phe = 30 mg.

zwei Tage), obwohl das Stdbchen nach dem Ende der Freisetzung seine urspriingliche Geometrie
behielt. Das zeugt davon, dass die Freisetzung selbst bei einem nicht so hohen Beladungsgrad
(9 %) eher diffusions- als degradationskontrolliert ist. Die Diffusion des wissrigen Mediums
durch die Polymermatrix verlduft demzufolge viel schneller als die Degradation dieser Matrix.
Daher kann die Freisetzung von Phe aus pordsem PGA nur durch zusitzliche Aufbringung einer

dulleren Polymerbeschichtung verlangsamt werden, was mit der nidchsten Experimentreihe mit

Stabchen 3 getestet wurde.
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Abbildung C.5. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phenylalanin aus dem Stidbchen 3
(PGA, 30 % Phe) mit Beschichtungen. 100 % Phe = 80 mg.
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Stabchen 3 wurde genauso wie das Stdbchen 2 hergestellt mit dem Unterschied der GroBe der
Substanzmengen und einem 30 %igen Beladungsgrad von Phe. Das Stibchen wurde in sechs
gleiche Wiirfel zersigt. Vier von den Wiirfeln wurden mit PLLA (Boehringer) (8x und 14x) und
PDLLA (Boehringer) (I1x und 13x) beschichtet. Die Freisetzungskinetik ist in Abbildung C.5
dargestellt. Bei der PLLA 8x-Beschichtung wurde die Freisetzung auf vier Tage verlangsamt,
man sieht dennoch einen sehr starken "burst effect". Bei der PLLA 14x-Freisetzung ist der ,,burst
effect” nicht so groB3, die Freisetzungsdauer betrdgt ca. 9 Tage. Daraus ist ersichtlich, dass die
PDLLA-Beschichtungen viel wirksamer sind als die PLLA-Beschichtungen. Die PDLLA 1x-
Beschichtung ist vergleichbar mit der PLLA 8x-Beschichtung. Bei der PDLLA 13x-
Beschichtung verlief die Freisetzung innerhalb von 75 Tagen fast linear. Daraus ergibt sich die
Frage, warum sich die beiden Beschichtungen so unterschiedlich auf die Freisetzungskinetiken
auswirken. Die Morphologie der Oberflachen dieser Schichten dhneln sich sehr (Abbildung C.6).
Die auftretenden Poren sind vermutlich durch Verdunstung des Losungsmittels entstanden. Der
Unterschied zwischen PLLA- und PDLLA-Beschichtungen liegt offenbar an der Struktur der
festen Polymere. Wie schon im Kapitel B erwdhnt wurde, ist das PDLLA ataktisch und kann
daher keine kristalline Struktur bilden. Das PLLA ist dagegen ein isotaktisches Polymer und ist
partiell kristallin. Es ist hirter und sein Schmelzpunkt ist viel hoher als der des PDLLA. Bei der
Beschichtung mit PLLA-Chloroform-Losungen bilden sich einzelne PLLA-Kristallite wéhrend
das Losungsmittel verdunstet und nicht so eine kompakte Struktur wie aus amorphem PDLLA.
Durch die Risse zwischen den einzelnen Kristalliten kann das wéssrige Medium leicht dort
durchdringen, deshalb ist eine PLLA-Beschichtung nicht in der Lage, die Freisetzung von
Phenylalanin wesentlich zu verlangsamen. PDLLA ist dagegen vollig amorph und bei
Verdunstung des Chloroforms bildet es einen massiven Film, der flir das wéssrige Medium nur
wenig durchldssig ist. Die Schichten aus PDLLA besitzen vermutlich keine durchgehend porose

Struktur auf ihrer Oberflache, sonst konnte diese Schicht die Freisetzung nicht so {iberaus
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effektiv verlangsamen. Offensichtlich erfolgt die Freisetzung von Phenylalanin meistens durch
Diffusion des wiéssrigen Mediums durch die Polymermatrix. Die Polymerschicht behielt selbst
nach 100 Tagen nach dem Beginn der Freisetzung ihre urspriingliche Form und zersetzte sich
nur unwesentlich (Abbildung C.7).

Alle Stidbchen aus Polyglycolid wurden bisher beim Verpressen auf 150° C erhitzt, weil das
Polyglycolid eine vergleichsweise hohe Schmelztemperatur hat. Diese Temperatur ist fiir
temperaturempfindliche Wirkstoffe wie z. B. Proteine nicht anwendbar. Deshalb musste eine
geringere Temperatur gewidhlt werden, um die thermische Belastung fiir den Wirkstoff zu
vermeiden. Mit einem einfachen Experiment kann demonstriert werden, welchen Vorteil das

Verpressen bei geringen Temperaturen und hohen Driicken bieten kann.

o e i j _— y “
EHT = 500KV SignalA=SE2 Date 4 Jul Ruhr-Universitét-Bochum 2um EHT = 10.00 kV Signal A=SE2  Date :20 Aug 2002
WD= 10mm PhotoNo.=13  Time :10:37 Zentrales REM e WD= 11mm PhotoNo.=2 Time :13:36

Abbildung C.6. REM-Aufnahmen der PLLA 8x- (a) und PDLLA 13x- (b) Schichten auf dem
Stibchen 3 (beschichtet durch Eintauchen in Polymer/CHCl; Losungen).

e : : Universitat- — ignal A= Date :20 Aug 2002
Ruhr-Universitat-| EHT = 5.00kV  Signal A = SE2 Date :4 Jul Ruhr-Universitat-Bochum 2pm 0.00kV Signal A= S| 20, g
Zentrales REM — WD = 11mm PhotoNo.=10  Time :10:35 Zentrales REM . 12mm  Photo No. = Time :13:43

Abbildung C.7. REM-Aufnahmen der teilweise zersetzten PLLA 8x-Schicht auf dem Stidbchen
3 nach 14 Tagen Freisetzung (a) und PDLLA 13x-Schicht auf dem Stibchen 3 nach 100 Tagen
Freisetzung (b).
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Acetylsalicylsdure ist ein bekanntes Beispiel fiir einen temperaturempfindlichen Wirkstoft, weil
sie in Gegenwart von Wasser bei erhohten Temperaturen in Salicylsdure und Essigsdure
gespalten wird. AuBlerdem kann eine Polymerisation der Acetylsalicylséure zur Polysalicylséure
mit Bildung von Essigsiure auftreten!”” (Abbildung C.8). Das mikropordse PGA wurde mit
30 % Acetylsalicylsdure beladen, indem die Komponenten in wenig Wasser geriihrt und dann
getrocknet wurden. Das erhaltene Pulver wurde in zwei Stibchen bei verschiedenen
Bedingungen gepresst (50°C / 120 kN / 15 min und 150°C / 50 kN / 15 min). Die Stébchen

wurden dann gemorsert und mit CDCl; extrahiert, um lH-NMR-Spektren aufzunehmen.

o) OH o\ OH
© CHy A OH HO CH,
\|( + H,0 + Y
o) 0
Acetylsalicylsaure Wasser Salicylsaure Essigsaure
o\ OH [ . /o ]
HO CHs
o) CHj3 A o—.. + on Y
: e |
o)
- —n
Acetylsalicylsaure Polysalicylsaure Essigsaure

Abbildung C.8. Mégliche Zersetzungsreaktionen von Acetylsalicylsdure durch Erhitzen an Lutft.

In den 'H-NMR Spektren ist ersichtlich, dass keine Zersetzung der Acetylsalicylsdure bei 50° C
stattgefunden hat (Abbildung C.9). Bei 150° war ein groBBer Anteil der Acetylsalicylsdure zu
Salicylsdure umgesetzt. In Abbildung C.9 ist der Vergleich der aromatischen Protonen im 'H-
NMR Spektrum abgebildet. Das Singulett bei 7,27 ppm entspricht dem Rest-Chloroform-Anteil

in CDC13
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Deshalb wurde eine neue Methode zur Préparation von Formkorpern getestet: einfaches
Vermischen von Phenylalanin mit PGA mit oder ohne Zusatz von PDLLA (Boehringer) und
Verpressen unter sehr hoher Stempelkraft (120 kN) bei 50° C (Stdbchen 4 ohne Zusatz von
PDLLA (Boehringer), Stibchen 5 mit 5 % PDLLA (Boehringer)). Ein Zusatz von PDLLA vor
dem Verpressen kann als FlieBhilfsmittel dienen. Die Freisetzungskurven aus den Wiirfeln, die
aus dem Stidbchen 4 hergestellt wurden (ohne PDLLA Zusatz, mit Beschichtung), sind in
Abbildung C.10 dargestellt. Die PLLA-Beschichtungen hatten auch hier keinen bedeutenden

Einfluss auf die Freisetzungskinetik. Bei der PDLLA 13x-Beschichtung lduft die Freisetzung

A
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Abbildung C.9. '"H-NMR Spektren der Acetylsalicylsiure in CDCl; (reextrahiert aus einem bei

50° C /120 kN / 15 min gepressten Stibchen (A) und einem bei 150° C / 30 kN / 15 min (B)
gepressten Stiabchen). Dargestellt ist der Bereich der aromatischen Protonen.
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aber langsamer als im Fall von Stdbchen 3, das unter kleineren Druck hergestellt wurde
(Abbildung C.5). Anstatt 75 Tage fiir Stabchen 3 lduft hier die Freisetzung ca. 90 Tage lang fast
linear. Offensichtlich haben die neuen Herstellungsbedingungen keinen negativen Einfluss auf
die Freisetzungskinetik. Im Gegenteil, die viermal grofere Stempelkraft machte den Formkdrper
kompakter, was letztlich die Freisetzungskinetik verlangsamt hat. In Abbildung C.10 ist eine

Korrelation zwischen der Anzahl der Beschichtungsvorginge und der Freisetzungsdauer zu

erkennen.
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Abbildung C.10. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phenylalanin aus dem Stibchen 4
(PGA, 30 % Phe) mit Beschichtungen. 100 % Phe = 60 mg.
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Abbildung C.11. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phe aus dem Stidbchen 5 (PGA, 30%
Phe, 5% PDLLA) mit Beschichtungen. 100 % Phe = 70 mg.
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Abbildung C.11 zeigt die Darstellung der Freisetzungskinetik aus den Wiirfeln, die aus dem
Stdbchen 5 hergestellt wurden. Wird ein Vergleich mit Stdbchen 4 vorgenommen (Abbildung
C.10), ist ersichtlich, dass die Freisetzungen fiir die Wiirfel mit PDLLA 5x- und PDLLA 9x-
Beschichtungen langsamer verliefen. Die Freisetzung fir den Wiirfel mit PDLLA 13x-
Beschichtung dauert genauso lang, wie die analoge Freisetzung fiir Stdbchen 4. In diesem Fall ist
sehr interessant, dass die Freisetzungen nicht signifikant von den Beschichtungen abhdngen.
Beispielsweise laufen die Freisetzungen fast gleich fiir die PDLLA 9x- und PDLLA 13x-
beschichteten Wiirfel. Vermutlich bildet das PDLLA (Boehringer) innerhalb des Stdbchens eine
Art Polymernetz, das fiir das wéssrige Medium schwer durchldssig ist. Deshalb dringt das
wiassrige Medium in das Innere eines Formkdrpers mit PDLLA (Boehringer)-Zusatz nur langsam
durch. Fiir die Proben mit dicken Beschichtungen ist es unerheblich, weil die
Freisetzugsgeschwindigkeit durch die Durchdringungsgeschwindigkeit des wissrigen Mediums

durch die duBlere Polymerschicht limitiert wird.
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Abbildung C.12. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phe aus dem Stidbchen 6 (PGA, 30%
Phe, 50% PDLLA) mit einzelnen beschichteten Partikeln. 100 % Phe = 70 mg.
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Fiir kleinere Polymerschichten beeinflusst die Durchdringungsgeschwindigkeit des wéssrigen
Mediums ins Innere des Formkdrpers die Freisetzungskinetik in immer héherem Mafle. Die
Diffusion durch die duBere Polymerschicht erfolgt fiir kleine Schichten relativ schnell.

Da ohne &ulere Polymerschicht jede der oben angefiihrten Freisetzungen eine viel geringere
Dauer hitte, bestand das Problem, die Freisetzungskinetik zu verlangsamen, auch wenn ein
beschichteter Freisetzungskorper zufillig abbricht. Denn wenn ein Implantat zufdllig im Korper
abbricht, wiirde man auf diese Weise kurzfristig eine Dosis erhalten, die sonst erst innerhalb von
drei Monaten freigesetzt wiirde. Dafiir wurde das Stidbchen 6 hergestellt, in dem alle beladenen
PGA-Partikel vor dem Pressen mit PDLLA (Boehringer) aus einer Losung in Chloroform
beschichtet wurden. Wie man auf der Darstellung der Freisetzung erkennt (Abbildung C.12),
kann ein solches Verfahren die Freisetzungsdauer bis auf flinf Tagen verlangsamen. Im
Vergleich zu den Formkdrpern mit einer duleren PDLLA-Beschichtung kann dieses Verfahren

hinsichtlich Effektivitit nur mit der PDLLA 1x-Beschichtung verglichen werden.

C.IV Untersuchung der Abhéangigkeit der Freisetzungskinetik vom

Herstellungsdruck

Betrachtet man die unterschiedlichen zeitlichen Verldufe der Freisetzung von Phenylalanin aus
den bei verschiedenen Stempelkriften hergestellten PGA-Formkdrpern (vgl. der Stabchen 4 und
5), so liegt der Schluss nahe, dass es ebenfalls eine analoge Korrelation der Freisetzungskinetik
fiir Formkorper aus pordosem PDLLA mit Goserelin als Wirkstoff gibt. Fiir diese Untersuchungen
wurde mikropordses PDLLA mit 30 % Goserelin durch das oben beschriebene Verfahren
beladen. Je 500 mg der PDLLA-Goserelin-Mischung wurden mit verschiedenen Stempelkraften
in einer Pressform verpresst. Die Stempelkrifte betrugen 20, 40, 60 und 80 kN. Durch die
bekannte Pressoberfliche 30-5 = 150 mm? kann man folgende Driicke berechnen: 133, 266, 400

und 533 MPa. Von diesen Stdbchen wurden Wiirfel mit einer Ladnge von ca. 5 mm abgesédgt und
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mit der oben beschriecbenen Methode mit einer PDLLA (Boehringer)-Aceton Losung durch
Eintauchen 3x mit PDLLA beschichtet. In der Tabelle C.2 sind die Massen dieser Stidbchen vor

und nach der Beschichtung und die Gehalte des Goserelins in den Stdbchen angegeben.

Tabelle C.2. Wirfel (ca. 553 mm’; s.u.) aus einer PDLLA-Goserelin-Mischung mit

Beschichtung fiir die Untersuchung der Abhéngigkeit der Freisetzungskinetik vom
Herstellungsdruck.

Stempelkraft bei | Masse vor der Masse nach der | Massenzunahme Gehalt des

der Herstellung Beschichtung Beschichtung [mg (%)] Goserelins [mg]
[kN] [mg] [mg]

20 69,0 82,7 13,7 (19,9) 20,7

40 64,1 77,9 13,8 (21,5) 19,2

60 79,3 95,0 15,7 (19,8) 23,8

80 68,1 79,5 11,4 (16,7) 20,4

Bei Kenntnis der Dichte des PDLLA (1,218 mg'mm™) kann man die theoretische Dicke der

PDLLA-Schichten auf den Wirfeln berechnen. Das Volumen des PDLLA in der
Oberflichenschicht eines Wiirfels mit der Geometrie 5-5-h mm?®, wobei h die Hohe des Wiirfels
ist, kann man anndhernd mit der folgenden Formel bestimmen:

V =(h+2d)(5+2d)> —25h =8d’ + (4h+40)d > + (20h + 50)d (C.2)

wobei d die Dicke der Schicht ist. Da d <<h, 8d® << (20h+50)d +(4h+40)d*, kann man das

erste Glied im rechten Teil der Gleichung vernachlissigen:

V % (20h+50)d + (4h+40)d> (C.3)
Daraus kann die Schichtdicke d berechnet werden:
do —h' +4/(h")* +4h"V C.4)

2h"
wobei h'=20h+50, h"=4h+40.
Bei Kenntnis der Dichte der hergestellten Wiirfel (ohne Beschichtung) o kann man auch die

Porositit P in % bestimmen:

P=22"2 100%
Po

(C.5)
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wobei pydie theoretische Dichte der PDLLA-Goserelin-Mischung ist. Da die genaue Dichte der
Goserelin-Kristalle unbekannt ist, wurde die theoretische Dichte der PDLLA-Goserelin-
Mischung wie die Dichte von einer Mischung aus 30 % Zucker und 70 % PDLLA berechnet. In
der Tabelle C.3 sind die h, V, d, p, P — Werte fiir die bei unterschiedlichen Driicken hergestellten
Wiirfel angegeben.

Tabelle C.3. Die Werte fiir die bei unterschiedlichen Driicken hergestellten Wiirfel: gemessene

Hohen vor der Beschichtung h, berechnete Dichten der Wiirfel nach dem Pressen p, berechnete
Volumina des PDLLA auf der Oberflache der Wiirfel nach der Beschichtung V, die berechnete
Dicke der PDLLA-Schichten d und die Porositit P.

Stempelkraft bei h [mm] p [mg'mm™] V [mm’] d [mm] P [%]
der Herstellung
[kN]
20 3,15 0,88 11,25 0,10 34,1
40 2,85 0,90 11,33 0,10 32,4
60 2,65 1,20 12,89 0,12 10,0
80 2,35 1,16 9,36 0,09 12,8

In der Abbildung C.13 ist die Freisetzungskinetik von Goserelin aus diesen Wiirfeln dargestellt.
Die Freisetzungskurven wurden in Hinblick auf die hydrolytische Zersetzung von Goserelin
korrigiert (s. Erklarung im Kapitel D). Anscheinend ist die Freisetzungskinetik in diesem Fall
vom Herstellungsdruck unabhdngig. Den Unterschied zu den PGA-Formkdrpern kann man
erkldren, wenn man die Schmelztemperatur (bzw. die Glasiibergangstemperatur) beider Polyester
betrachtet. Die Freisetzung sollte langsamer fiir kompaktere Formkorper, d. h. fiir Formkdrper
mit geringerer Porositét erfolgen. Die Glasiibergangstempratur von PDLLA ist ca. 45° C, und
durch Pressen bei 50° C erzielt man eine sehr gute Kompaktierung selbst bei nicht sehr hohen
Stempelkrdften. Die Schmelztemperatur von PGA ist aber verhéltnismiBig hoch (mehr als
200° C), deshalb kann man bei 50° C eine gute Kompaktierung nur durch eine sehr hohe

Stempelkraft erzielen.
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Abbildung C.13. Darstellung der Freisetzungskinetik von Goserelin aus bei verschiedenen
Driicken hergestellten Wiirfeln (poréses PDLLA, 30 % Goserelin), mit PDLLA 3x-
Beschichtung. 100 % Goserelin = ca. 20 mg.
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D. Freisetzung aus extrudierten Formkorpern

D.1 Grundlagen

Die Extrusion ist eine géngige Methode zur Herstellung zylindrischer Formk&rper mit einer
relativ kleinen Querschnittsoberfliche (4 mm? und weniger). Extrusion ist ein Vorgang, bei dem
eine gegebene Substanz durch eine kleine Offnung im Boden eines Behilters mit einem Stempel

bei einer konstanten Temperatur herausgepresst wird (Abbildung D.1).

Druck

= - Stempel

| _— Probe

Diise

Abbildung D.1. Der in der Werkstatt der Universitit Duisburg-Essen angefertigte Extruder.

Die Extrusion eines Polymers erfolgt iiblicherweise bei seiner Schmelz- bzw.
Glasiibergangstemperatur oder bei etwas hoherer Temperatur. Das fiihrt oft zu hohen
Extrusionstemperaturen, die fiir temperaturempfindliche Wirkstoffe wie Proteine und
Polypeptide ungeeignet sind. Deshalb werden fiir die Extrusion oft Polymere auf der Basis von

14,16]

Poly(D,L-lactid)  verwendet.! Diese = Polymere haben eine sehr niedrige
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Glasiibergangstemperatur von etwa 45° C. Zur Reduzierung der Extrusionstemperatur konnen
auch Polymermischungen mit nicht vollstindig entferntem Losungsmittel verwendet

114,11
werden 115

I Durch Losungsmittelreste werden die Polymere viel weicher, sogar wenn es sich
nur um geringe Mengen Ldsungsmittel handelt. Wie auch im Fall mit uniaxial gepressten
Formkdrpern erfolgt die Wirkstofffreisetzung aus extrudierten Formkorpern in wéssrigen
Medien relativ schnell. Um die Freisetzung zu verlangsamen, werden oft &uBere
Polymerbeschichtungen verwendet, die aus Losungen von reinen Polymeren in organischen
Losungsmitteln  gewonnen werden.!'*'®!!"*!5] Aufere Polymerbeschichtungen konnen die
Freisetzung wesentlich verlangsamen (manchmal bis zu drei Monaten und mehr). Aus einigen
Untersuchungen wurde geschlossen, dass die duflere PDLLA-Schicht fiir wassrige Losungen
undurchlissig ist und keine Freisetzung durch eine zusitzliche Polymerschicht erfolgen kann.!''*!
Die Untersuchungen im Kapitel C ergaben, dass diese Vermutung nicht der Wahrheit entspricht.
Die Formkorper konnen vollig mit einer dulleren Polymerschicht bedeckt sein und trotzdem eine
Freisetzung aufweisen. Ein weiteres Verfahren zur Verlangsamung der Freisetzung ist die
Verwendung von Copolymeren auf der Basis von e-Caprolacton."*'®!"% Poly(e-Caprolacton)-
Ketten sind sehr hydrophob und viel widerstandsfédhiger gegeniiber Hydrolyse als Polylactid. Ein

hoher Anteil an Poly(e-Caprolacton) in einem Polymer kann jedoch eine wesentliche Erh6hung

der Extrusionstemperatur ergeben.

D.11 Praparative Arbeiten.

In Tabelle D.1 ist die Zusammensetzung der extrudierten Stibchen mit kurzen Angaben zur
Wirkstofffreisetzung aufgefiihrt.
Die Extrusionsversuche der Stibchen 7-8 wurden mit Hilfe des Extruders Rheoflixer” bei der

Firma Novosis (Miesbach) durchgefiihrt. Vor der Extrusion wurde jede Mischung in der
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Pressform fiir ca. 10 min mit der Hand vorgepresst. Nach dem Einbau der Pressform in den
Extruder musste ca. 20 Minuten gewartet werden, bis sich die Temperatur im ganzen System
konstant eingestellt hatte.

Stabchen 10 wurde mit Hilfe eines Extruders hergestellt, der in der Werkstatt der Universitit
Duisburg-Essen angefertigt wurde (Abbildung D.1). Die Substanz wurde in einen runden
Behilter aus Edelstahl gegeben, in dessen Boden eine Diise aus Silberstahl mit einem kleinen
Loch in der Mitte (1 mm im Durchmesser) vorhanden war. Die ganze Pressform wurde bis zu
einer bestimmten Temperatur erhitzt und dann konstant gehalten. Der Stoff wurde mit einem
Stempel aus Silberstahl mit Hilfe einer hydraulischen Presse durch das Loch in der Diise
herausgepresst. Dabei ist zu beachten, dass die Diise, der Stempel und der Behélter aus
verschiedenen Materialien hergestellt wurden. Bei einem Extrusionsversuch mit einem Extruder,
in dem alle Teile aus Edelstahl hergestellt wurden, haftete der Stempel an der Behélterwand und
konnte nicht mehr entfernt werden. Vor jeder Extrusion wurde der zu extrudierende Stoff in der
hydraulischen Presse ca. 30 Minuten bei ca. 5 kN vorgepresst und dabei temperiert.

Zur Beladung der pordsen Polymere mit einem Wirkstoff wurden die entsprechenden Mengen in
moglichst wenig Wasser dispergiert, ca. 2 Stunden intensiv geriihrt und in Vakuum vollstindig
getrocknet.

Stabchen 7 und 8 wurden durch eine dhnliche Herstellungsmethode wie Stibchen 6 angefertigt,
indem jede einzelne mit einem Wirkstoff beladene PGA-Partikel mit einer Schicht aus PDLLA
(Boehringer) versehen wurde. Dafiir wurde das mit dem jeweiligen Wirkstoff beladene PGA-
Pulver mit PDLLA (Boehringer) in Aceton (Konzentration ~ 140 mg ml") vermischt und das
Losungsmittel im Vakuum vollstandig entfernt. Anstelle des Chloroforms wurde Aceton als
biokompatibleres Losungsmittel gewéhlt. Die Freisetzungskorper bestanden aus 1 cm langen

Zylindern, die aus den extrudierten Stdbchen abgesidgt wurden.
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Tabelle D.1. Zusammenfassung der Freisetzungsexperimente aus extrudierten Stidbchen.

Phe=L-Phenylalanin)

Nr. | Bestandteile Herstellung und Beschichtung Freisetzungs-
Pressbedingungen kinetik

7 | PGA (pords) Partiell gelostes Phe + PGA keine 100 %, 1 Tag
+30 % Phe (pords) in wenig Wasser o
+50 % PDLLA dlzspergieren, irr% Vakuum PDLLA 3x | 100 %, 25 Tage
(Boehringer) trocknen, PDLLA (Boehringer) PDLLA 5x |80 %, 35 Tage
(WZW) 111 Aceton lésen,' PGA/Phe in PDLLA 7x |40 %, 35 Tage

dieser Losung dispergieren,
Aceton im Vakuum entfernen. PDLLA 9x | 100 %, 35 Tage
Extrusion bei 110°C.

8 | PGA (pords) Partiell gelostes Goserelin + keine 91..96 %, 3 Tage
+30 % PGA (pords) in wenig Wasser
Goserelin dispergieren, im Vakuum
+50 % PDLLA |trocknen, PDLLA (Boehringer)

(Boehringer) in Aceton l6sen, PGA/Goserelin

(W:w) in dieser Losung dispergieren,
Aceton im Vakuum entfernen.
Extrusion bei 110-125°C.

9 | PDLLA (pords) |Partiell gelostes Goserelin + PDLLA 1x |45 %, 80 Tage
+30% PDLLA (por6s) in wenig Wasser | PDLLA 3x |43 %, 80 Tage
Goserelin (w:w) | dispergieren, im Vakuum PDLLA 5x |59 %, 80 Tage

trocknen. PDLLA 7x |50 %, 80 Tage
Extrusion bei 70°C. PDLLA 9x |50 %, 80 Tage

10 [PDLLA (poros) | Partiell gelostes Goserelin + PDLLA 2x |77 %, 60 Tage
+30 % PDLLA (pords) in wenig Wasser
Goserelin (w:w) | dispergieren, im Vakuum PDLLA 2x |65 %, 60 Tage

trocknen. o
Extrusion bei 70°C. PDLLA 2x |76 %, 60 Tage

Die Beschichtung der abgeségten Zylinder wurde genauso wie die Beschichtung der gepressten
Formkdrper durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass das PDLLA (Boehringer) nicht in
Chloroform, sondern in Aceton geldst wurde. Die Konzentration von dieser Losung betrug ca.
140 mg 1'. Ein extrudierter Zylinder wurde in die Losung eingetaucht, anschlieBend
herausgenommen und an der Luft fiir 10 Minuten getrocknet. Danach erfolgte ein weiterer
Tauchvorgang. Nach dem letzten Eintauchen wurde das Losungsmittel in einem Trockenschrank
bei 37° C vollstindig entfernt.

Fir die Freisetzungsexperimente wurde der jeweilige Formkorper in einem Umschlag aus

Filterpapier in einem Kolben angehéngt. Der Kolben war mit einer Phosphatpufferlosung gefiillt
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und wurde dicht verschlossen. Die Losung wurde stindig sehr langsam bei 37° C
(Trockenschrank) geriihrt. Die Pufferlosung bestand fiir Experimente mit Phenylalanin aus 0,1 M
Na,HPOy4, 0,1 M NaH,PO,4, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt, fiir Experimente mit Goserelin
wurde derselben Losung zusétzlich 5 % (v:v) Ethanol zugefiigt, um eine Adsorption des
Wirkstoffes an den Wanden des Gefaes zu verhindern.
Vom extrudierten Stibchen 7 wurden zwei 1 cm lange Zylinder mit den Massen von 23,3 und
23,5 mg abgesigt. Die Freisetzungsexperimente wurden in 3 ml Pufferlosung durchgefiihrt. Fiir
die Bestimmung der Menge des freigesetzten Phenylalanins wurde je 1 ml der Losung
entnommen; einmal einen Tag und einmal zwei Tage nach Beginn der Freisetzung. Nach der
Entnahme der Proben wurde das Volumen wieder auf 3 ml aufgefiillt. Die Menge des
freigesetzten Phenylalanins wurde nach den folgenden Formeln bestimmt:

m;=3C1, M,=3C,+C; (D.1)
wobei m, die Menge des freigesetzten Phenylalanins (in mg) und ¢, dessen Konzentration (in
mg ") am Tag n sind.
Die Freisetzungen aus den beschichteten Zylindern des Stibchens 7 wurden in 10 ml
Phosphatpuffer durchgefiihrt. Nach der Entnahme einer Probe (1 ml) wurde das Volumen wieder
auf 10 ml aufgefiillt. Die Menge des freigesetzten Phenylalanins wurde nach den folgenden

Formeln bestimmt:

n—1
m, =0,01c,, m, =0,01c, +0,001 c;,n>2 (D.2)

i=1
wobei m, die Menge des freigesetzten Phenylalanins (in mg), ¢, dessen Konzentration (in mg ™)
in der Probe Nummer n sind. Die Konzentration des Phenylalanins in den Proben wurde mittels
UV-Spektroskopie bestimmt (s. Kapitel C).
Zur Bestimmung der Menge des freigesetzten Goserelins zu einem bestimmten Zeitpunkt wurde

1 ml der Pufferlésung entnommen, um die Konzentration des Wirkstoffes in der Losung zu
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messen. Diese Entnahme der Losung wurde bei der Berechnung der freigesetzten Goserelin-

Menge nach den folgenden Formeln berticksichtigt:
n-1
m, =V,c;, m, =V, -10°(n-1)c, +10°> ¢;, n>2 (D.3)
i=1

wobei n die Probennummer, m, die Menge des freigesetzten Goserelins (in mg), C, die
Konzentration des Goserelins (in mg 1) in der Probe n und V, das Anfangsvolumen der
Pufferlésung (in 1) sind.

Die Bestimmung der Konzentration des Goserelins in den Proben wurde an einer HPLC-Anlage
in der Firma Novosis/Miesbach durchgefiihrt (Scheidesdule ,Jupiter C18 50x2 mm®“,
Pufferlosung A — 1% (v/v) CF3COOH in H,O, Pufferlésung B — 1% (v/v) CF;COOH, 50% (v/v)

CH3CN in H,O, Eluent — 50% A, 50% B, ohne Gradient).
D.111 Ergebnisse.

Bevor die mit einem Wirkstoff beladenen Stidbchen extrudiert wurden, wurden einige
Testversuche am Extruder durchgefiihrt.

Eine trockene Mischung aus 70 % PDLLA (Boehringer) und 30 % festkdrperchemisch
hergestelltem PGA wurde durch gemeinsames Zerreiben der Polymere in einem Morser
hergestellt. Die Mischung lief sich nur bei 160°C extrudieren, das Produkt kam dabei allerdings
als Fliissigkeit heraus (vermutlich wegen des vollstdndigen Schmelzens des PDLLA). Solche
hohen Temperaturen sind fiir die Herstellung der mit einem temperaturempfindlichen Wirkstoff
beladenen biodegradierbaren Implantate ungeeignet.

Der zweite Testversuch am Extruder erfolgte mit derselben Mischung aus 70 % PDLLA und
30 % PGA. Diesmal wurde die Mischung mit wenig Aceton versetzt und 1 Stunde intensiv

geriihrt. Das Aceton wurde im Vakuum entfernt. Diese Mischung konnte schon bei 60°C anstatt
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bei 160°C extrudiert werden, dabei entstand ein sehr elastisches Produkt. Dies konnte
offensichtlich wegen der Restanteile an Aceton erhalten werden. Demgemal3 haben Acetonreste
einen entscheidenden Einfluss auf die Extrusionstemperatur der Mischung, da sie die Weichheit
von PDLLA (Boehringer) betridchtlich erhohen. Diese Verdanderung wird offensichtlich durch
Quellen des Polymers mit dem sehr gut mit ihm mischbaren Losungsmittel Aceton erreicht.

Dann wurde ein mit Phenylalanin beladenes PGA-Pulver, in dem einzelne Phenylalanin/PGA-
Partikel mit PDLLA (Boehringer) beschichtet wurden, extrudiert. Die Mischung setzte sich aus
30 % Phenylalanin, 20 % PGA und 50 % PDLLA (Boehringer) zusammen. In diesem Fall wurde
das Aceton aus der Mischung nicht nur unter Vakuum, sondern zusitzlich bei 50° C
(Trockenschrank) innerhalb von 16 Stunden entfernt (Stébchen 7, Tabelle D.1). Die Extrusion
begann erst bei 100°C mit der Stempelkraft von etwa 6000 N, verlief jedoch zu langsam. Es
musste deshalb auf 110°C erhitzt werden. Das Stébchen kam dann aufrecht und mit einer glatten
Oberfldache heraus. Auf REM-Aufnahmen der Bruchkante des Stdbchens sieht man dennoch eine
sehr ungleichméBige Verteilung des Stoffes (Abbildung D.2). Das ldsst den Schluss zu, dass die

PGA- und PDLLA-Teilchen nicht miteinander verpresst oder verschmolzen wurden.

Ruhr-Universitat-Bochum 100um EHT = 500kV Signal A=SE2  Date :25 Feb 2003 W Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT = 500kV Signal A=SE2  Date :25 Feb 2003
TS RN — WD= Omm PhotoNo. = 26 Zentrales REM T WD= 8mm PhotoNo. = 28

Abbildung D.2. REM-Aufnahmen der Oberfldache (a) und der Bruchkante (b) des Stibchens 7
(pordses PGA, 30 % Phe, 50 % PDLLA, mit einzelnen beschichteten Partikeln).

Die Extrusion des trockenen Poly-D,L-lactids (PDLLA, Boehringer) wurde zur Untersuchung

der Verdnderung des Polymerisationsgrads wéhrend der Extrusion durchgefiihrt. Das Polymer
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lieB sich bei 80°C und ca. 6000 N mit einer annehmbaren Geschwindigkeit (ca. 4 cm h™)
extrudieren. Wie man an der REM-Aufnahme der Bruchkante des extrudierten Stébchens sieht
(Abbildung D.3), ist der Stoff innerhalb des Stdbchens gleichméBig verteilt. Das Ergebnis der
Viskosimetrie des extrudierten Polymers in Chloroform zeigte, dass sich das durchschnittliche
Molekulargewicht durch die Extrusion fast nicht verinderte und ca. 97250 g mol™ betrug. Das
entspricht einem Polymerisationsgrad von etwa 1350. Die Messwerte flir das Boehringer
Resomer® R207 Polymer (PDLLA) sind: Molekulargewicht ca. 103400 g mol”,

Polymerisationsgrad ca. 1435.

Ruhr-Universitét-Bochum 200um HT = 5.00kV Signal A=SE2  Date :25 Feb 2003 l Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT = 5.00kV SignalA=SE2  Date :25 Feb 2003
=31 —

E
Zentrales REM —_— WD= &mm PhotoNo. Zentrales REM WD= 8mm PhotoNo. =33

Abbildung D.3. REM-Aufnahmen der Oberflache (a) und der Bruchkante (b) des bei Novosis
extrudierten Resomer™ R207 (PDLLA, Boehringer).

Eine weitere Mischung bestand aus 30 % Goserelin, 20 % PGA und 50 % PDLLA (Boehringer)
(Stdbchen 8, Tabelle D.1). Das Versuchsverhalten unterschied sich in der Weise, dass die
Extrusion bei 60°C und etwa 6000 N sehr langsam verlief. Auch bei hheren Temperaturen war
das Extrudat zundchst sehr verformt. Erst bei einer Temperatur von etwa 110°C konnte das
Stabchen gerade eben extrudiert werden. Mdglicherweise war das Aceton noch nicht restlos
entfernt, da bei hoherer Temperatur eine vermehrte Blasenbildung auftrat (im Extrudat bei

125°C). Bei 125°C kam das Produkt bei 800-4500 N aus der Diise heraus.
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Von der extrudierten Charge mit Phenylalanin (Stdbchen 7) wurden zwei Stdbchen mit je 1 cm
Liange und einer Masse von 23,3 bzw. 23,5 mg abgesdgt. Wie die Freisetzungsexperimente
zeigten, ging die ganze Menge an Phenylalanin schon nach einem Tag in Losung.

Um die Freisetzungskinetik zu verlangsamen, wurden die Stibchen mit einer PDLLA-Schicht
ummantelt. Dazu wurden noch weitere 4 Stdbchen mit Langen von je 1 cm abgesidgt und mit
PDLLA (Boehringer) beschichtet. Die Stibchen wurden vor und nach der Beschichtung
gewogen (Tabelle D.2).

Tabelle D.2. Beschichtung der Stibchen aus PGA(Phenylalanin)/PDLLA in einer
PDLLA/Aceton-Ldsung.

Anzahl der Masse vor der | Wirkstoffgehalt | Masse nach der | Massenzunahme
Eintauch- Beschichtung [mg] Beschichtung [mg/%]
Vorgiinge [mg] [mg]
3x 23,0 6,90 33,1 10,1/43.,9
5x 21,6 6,48 38,7 17,1/79,2
7x 24,0 7,20 56,5 32,5/135
9x 22,2 6,66 65,2 43,0/194
—=— PDLLA 3x
120+ —e— PDLLA 5x
. —a—PDLLA 7x
—v— PDLLA 9x
100+

80

60

40

Freigesetztes Phe, %

20

oO+——7F——7—7T T T T 7T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zeit, Tage
Abbildung D.4. Darstellung der Freisetzungskinetik von Phenylalanin aus Stibchen 7, mit

einzeln beschichteten PGA-Partikeln und mit duleren PDLLA-Beschichtungen (pordses PGA,
30 % Phenylalanin, 50 % PDLLA (Boehringer)).
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Die Massenzunahmen fiir die 3x/5x/7x/9x-Beschichtungen verhalten sich wie 3:5,08:9,65:12,77.
Das ergibt, dass die Abhédngigkeit der Massenzunahme von der Anzahl der Eintauchvorgénge fiir
grof3e Beschichtungen nicht linear ist.

Die Freisetzungskinetik von Phenylalanin aus diesen Zylindern ist in Abbildung D.4 dargestellt.
Daraus ist ersichtlich, dass die 3x-Beschichtung die Freisetzung von Phenylalanin wesentlich
verlangsamt. Die Freisetzungsdauer betrug ca. 1 Monat. Ungewohnlich verlief die Freisetzung
aus dem 9x-beschichteten Stibchen. Mit 35 Tagen erfolgte sie schneller als aus den 5x- und 7x-
beschichteten Stdbchen. Die Freisetzungen aus den 5x- und 7x-beschichteten Stdbchen
verlangsamten sich nach ca. 35 Tagen aus bisher ungeklarten Griinden. Nach ca. 35 Tagen war
in den Proben der ,,7x"“-Freisetzung kaum noch eine Phenylalanin-Absorption zu erkennen. Das
alles zeugt vermutlich davon, dass ein mikrobieller Abbau der Wirkstoff in der Losung wéhrend
der Freisetzung stattgefunden hat und dass das Medium nach jeder Probenentnahme gewechselt
werden sollte. Dennoch kann man folgern, dass die Freisetzungsdauer nur wenig von der
Beschichtungsanzahl abhingig ist und fiir die Freisetzung von Goserelin eine 5x-Beschichtung
reichen konnte. Im Vergleich mit den anderen Experimenten mit beschichteten Wiirfeln der
GroBe 5-5-5 mm® aus PGA/Phenylalanin(30%)/PDLLA(5%) (Stibchen 5, Kapitel C) wurde die
Freisetzungsdauer kiirzer. Die Freisetzungsdauer aus 5x-, 9x- und 13x-beschichteten Wiirfeln
betrug ca. je 70, 80 und 90 Tage. Das kann auf die viel groBeren Abmessungen und
Kompaktheiten (Stempelkraft bei der Herstellung 120 kN) der Wiirfel zuriickzufiihren sein.

Fir die Freisetzungsexperimente von Goserelin aus dem Stidbchen 8 wurden jeweils zwei
Zylinder mit einer ungefdhren Lénge von 1 cm von den Stibchen, die bei 110°C und 125°C
hergestellt wurden, abgeschnitten (Tabelle D.3).

Die grafischen Darstellungen der Freisetzungskinetiken von Goserelin aus diesen Zylindern sind
in der Abbildung D.5 dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass das Produkt bei 110°C eine

ungleichmafigere Verteilung von Goserelin innerhalb des Stdbchens enthielt. Beim
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Tabelle D.3. Stdbchen aus extrudierten PGA(Goserelin)/PDLLA-Chargen.

Charge, Stdbchenmassen | Goserelingehalt | Maximale Konzentration
extrudiert [mg] [mg] des Wirkstoffes in der
bei Losung [mg 1]
110°C 28,6 8,58 42,90
25,3 7,59 37,95
125°C 27,4 8,22 41,10
26,2 7,86 39,30
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Abbildung D.5. Darstellung der Freisetzungskinetik von Goserelin aus Stidbchen 8, mit einzeln
beschichteten PGA-Partikeln (pordses PGA, 30 % Goserelin, 50 % PDLLA).

Herstellungsprozess wurde vermutlich anfangs eine gréoBere Menge PDLLA herausgepresst, im
weiteren Verlauf erhohte sich der Gehalt an Goserelin kontinuierlich. Der tatsdchliche
Beladungsgrad der Polymer-Goserelin Mischung vor der Extrusion betrug 30 %. Innerhalb der
ersten 55 Tage wurden aus dem Stébchen ,,110-1¢ 19,7 % (5,62 mg), und aus dem Stébchen
»110-2 6,9 % (1,75 mg) freigesetzt. Es sind aber deutlich weniger als 30%. Es ist nicht bekannt,
ob noch weiteres Goserelin in den Stébchen enthalten war. Wie man in der Abbildung D.4 sieht,
war die Verteilung des Goserelins in den bei 125°C extrudierten Stébchen relativ gleichmiBig.
Innerhalb der ersten 55 Tage wurde aus dem Stébchen ,,125-1* 28,9 % (7,91 mg) freigesetzt, aus
dem Stidbchen ,,125-2 27,3 % (7,15 mg). Diese letzten Werte liegen nah beim tatséchlichen
Beladungsgrad der Polymer-Goserelin-Mischung vor der Extrusion. Auch nach 2 Monaten der

Freisetzung behielten die Stibchen ihre urspriingliche Form bei, was bedeutet, dass die
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Freisetzung eher mittels Diffusion durch die Polymermatrix als durch Degradation der Matrix

stattfindet. In allen Fillen war die Freisetzungsdauer sehr kurz. Der meiste Wirkstoff wurde

bereits innerhalb von 2-3 Tagen freigesetzt.
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Abbildung D.6. HPLC-Chromatogramme zweier Proben mit Goserelin, die zwei Tage (a) und
56 Tage (b) nach dem Beginn des Freisetzungsexperimentes entnommen wurden.

Auf dem HPLC-Chromatogramm einer Probe mit Goserelin (Abbildung D.6) siecht man einen
groBBen Peak von Goserelin mit der Retentionszeit (,,retention time*) von etwa 4,5-4,6 min. In

den Chromatogrammen der Proben, die spidter als 30 Tage nach Beginn der Freisetzung
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entnommen wurden, sicht man einen kleinen Peak von einer unbekannten Beimischung bei einer
kleineren Retentionszeit (ca. 3,5 min) (Abbildung D.6). Vermutlich findet nach dieser langen
Einwirkzeit des Wirkstoffes bei 37°C in Losung Hydrolyse statt, und es entstehen
Abbauprodukte mit kleineren Molmassen.

Es wurde ein Experiment zur Untersuchung der Zersetzungskinetik des Goserelins im
Phosphatpuffer bei 37° C vorgenommen. 17 mg Goserelin wurden in 100 ml Phosphatpuffer
gelost und in einem Kolben dicht verschlossen in einem Trockenschrank bei 37° C temperiert.
Nach einer bestimmten Zeit wurde der Ldsung eine Probe (1 ml) entnommen, um die
Konzentration des Goserelins zu bestimmen. In der Abbildung D.7 ist die Goserelinmenge in der

Losung in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt.

- = =
N N [e)]
[ R A

[y
o
P

Gleichung: y = A ™

Goserelinmenge, mg
(o]
1

6 R =0,99704
] A = 17,254 + 0,084 (0,5 %)
4 k = 0,00622 + 0,00014 (2,3 %)
2 -
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit, Tage

Abbildung D.7. Abhingigkeit der gelosten Goserelinmenge in der Phosphatpufferlosung von
der Zeit bei 37° C.

Daraus ist ersichtlich, dass die Abhdngigkeit entspricht einer Reaktion erster Ordnung:
[Al=[A],e™" (D.4)
wobei [A]p die Anfangskonzentration des Stoffes A, [A] dessen Konzentration zum Zeitpunkt t

und k eine Konstante sind. Da im Experiment zur Untersuchung der Goserelinzersetzung das
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Volumen konstant bleibt, kann man in der Formel (D.4) die Konzentration durch den Wert der

Masse ersetzen, weil:

r (D.5)

wobei m die Masse, n die Stoffmenge, M, die Molmasse und V das Volumen sind. Durch
Ersetzen der Konzentration durch die Masse ergibt sich die Formel:
m=m, ™" (D.6)

wobei M, die Anfangsmasse des Goserelins in der Losung, m anfallende Masse des Goserelins in
der Losung zum Zeitpunkt t sind. Wenn t die Zeit in Tagen ist, so ist die Konstante k = 6,22-107
(Tag™). Daraus ergibt sich die Halbwertszeit des Goserelins in der Phosphatpuffer-Losung: t;, =
= k™In 2 = 111,4 Tage. Anhand der Formel (D.6) kann eine Zersetzungskorrektur fiir jede
Freisetzungskurve von Goserelin eingefiihrt werden. Es wurden zwei Methoden zur Korrektur
der Freisetzungskurven entwickelt.
Die erste Methode ist eine angendherte Korrektur. Eine Freisetzungskurve wird wie eine Reihe
von Punkten (t,; my) angesehen, wobei t, die Zeit der Entnahme der Probe Nummer n und m, die
Masse des zum Zeitpunkt t, freigesetzten Wirkstoffes sind. Fiir den Punkt (t;; m;) wird die
Menge des zersetzten Goserelins als unbedeutend angenommen. Fiir den néchsten Punkt (t;; m;)
wird die zersetzte Menge anhand der Formel (D.6) fiir die Zeit zwischen t; und t, berechnet. Als
Anfangsmasse dient m;:

z,=m, —me ™ & =m (1-e &™) (D.7)
wobei Z, die berechnete Menge des zersetzten Goserelins fiir den Zeitraum zwischen t; und t; ist
(z; wird gleich Null angenommen). Daraus wird die korrigierte Menge des freigesetzten

Goserelins zum Zeitpunkt t, berechnet:

m,=m,+z,=m, +m,(1-e &™) (D.8)



KAPITEL D: FREISETZUNG AUS EXTRUDIERTEN FORMKORPERN 62

Von dieser korrigierten Masse aus wird die Menge des zersetzten Wirkstoffes fiir den Zeitraum

zwischen t; und t; berechnet:
z, =m,(1-e ™)) (D.9)
Da im Zeitraum zwischen t; und t, bereits z; mg Goserelin zersetzt wurden, muss man fiir die

Bestimmung des zersetzten Goserelins zum Zeitpunkt t; die Mengen z; und z, addieren:
s, =2,+2, =m)(1-e &™) m (1-e™ &) (D.10)
wobei S3 die berechnete Gesamtmenge an zersetztem Wirkstoff zum Zeitpunkt t; ist (S; = z; =0,

Sy = 7). Die Gesamtmenge des zersetzten Wirkstoffs zum Zeitpunkt t, kann somit durch die

folgende Formel berechnet werden:
s,=y.m_ (I-e™“ ), m=m,n>2 (D.11)
i=2
In der Tabelle D.4 sind die Formeln fiir die Korrekturberechnung zusammengefasst.

Tabelle D.4. Zusammenfassung der Korrekturberechnungen durch die erste Methode (siche

Text).
Probennr. tn my Zn Sh m;,
1 4 my 21=0 51=0 ml':m1
2 t, m, z, =m, (1-e™G™") =2 m,=m,+2,
3 t; m; z, =m,(1-e &™) S$3=2+2Z3 | m,=m,+s,
_ —k(th~ty1) r
n th Mp z,=m,  (1-e 7) Sn:izi m,=m,+Ss,
i=2

Die zweite Methode der Korrekturberechnung ist komplizierter, aber auch préziser als die erste.
Fiir diese Methode wird eine Freisetzungskurve als eine Reihe von Geraden zwischen den
Punkten (tn.;; mp.;) (Entnahme Probe n-1) und (t,; m,) (Entnahme Probe n) angesehen. Der Punkt
(to; mo) (Beginn des Freisetzungsexperiments) wird dem Punkt (0; 0) gleichgestellt. Eine dieser
hypothetischen Geraden ist in Abbildung D.8 dargestellt. Diese Gerade kann als eine Funktion

der Zeit beschrieben werden:
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m —-m
f()=—"—"1t+m_,=at+m (D.12)
tn _tn—l
m
mn ************************************************
(ot (et
Zn(t)—fn(t )e !
mn—l 77777
tn—l tn t

Abbildung D.8. Hilfsgrafik fiir die Berechnung der Korrekturen zur Zersetzung des Goserelins
durch die 2. Methode (siehe Text).
Definiert wird ein Punkt in den Geraden f(t) zu einem willkiirlichen Zeitpunk t* (Abbildung
D.8). Einem infinitesimalen Zeitraum dt ab dem Zeitpunkt t” entspricht eine infinitesimale
Veranderung der Goserelinmenge durch Zersetzung, die in der Abbildung als dz, bezeichnet ist.
Wie man in der Abbildung sieht, ist dz, gleich dem Differential der Funktion zy(t)=fu(t)e™" im
Punkt t". Der Wert f(t") ist in diesem Fall eine Konstante, da er die Anfangsmasse fiir die
infinitesimale Zersetzung des Wirkstoffes dz, darstellt. dz, ist somit gleich:

dzy = fu(t)d(-e™) = -k f(t)e ™t (D.13)
Um die Menge des im Zeitraum zwischen t,; und t, zersetzten Wirkstoffes (z,) zu berechnen,
muss man alle Differentiale dz, nicht nur im Punkt t", sondern auch in allen anderen Punkten des
Intervalls [tn_;; tn] summieren, d.h. integrieren. Da alle Differentiale dz, < 0 sind, ist ihre Summe
(d. h. Integral) auch weniger als Null, und fiir die Berechnung der Menge der zersetzten

Wirkstoffes muss man das Vorzeichen des Integrals invertieren:
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t, t, t,
z,=—| dz, =k [ f,(®e ™ dt=k [(at+m, )e*dt=
thoy th tho

a a
— e—ktn,| |:_n + mn_1 + antn_l il _ e_ktn |:_n + mn_l + antn:| (D 14)
k k

Die Korrekturberechnung mit dieser Formel erfolgt dhnlich zur ersten Methode, jedoch mit
einigen Unterschieden (Tabelle D.5). Mit den Werten von m; und t; wird die Funktion f;(t) und

dann der Wert von z; gefunden:
m "
fi =", 2, =k [ fi(he™dt (D.15)
1 0

Die Korrektur z; wird nicht nur zu m; addiert, sondern auch zu m,, um den Fehler bei weiteren
Berechnungen zu reduzieren. So bekommt man m/ und m). Durch die zwei Striche oben
werden die Werte fiir endgiiltig korrigierte Mengen des freigesetzten Wirkstoffes bezeichnet,
wihrend die Werte mit einem Strich intermedidr sind und zur Erhéhung der

Berechnungsprézision dienen. Mit m;/ und m, findet man die Funktion f,(t) und dann z,:

"
m, —m|

.
tz _tl

t
f,(t)= t+my, z, =k f,(t)e dt (D.16)
t

Mit dem gefundenen z; wird die summarische Menge des zum Zeitpunkt t, zersetzten Goserelins

(S2) berechnet, die zu m; und m3 addiert wird, so bekommt man m; und m;. Die Prozedur wird

bis zum letzten Punkt der Freisetzungskurve wiederholt (Tabelle D.5).

In der Abbildung D.9 ist ein Beispiel einer Freisetzungskurve mit und ohne Korrekturen durch
die erste und die zweite Methode dargestellt. Wie man daraus sieht, ergibt sich in den meisten
Fillen fiir die zweite Methode eine grofere Korrektur. Die Korrekturen durch die erste Methode
steigen dagegen signifikant fiir diejenigen Abschnitte der Freisetzungskurve, die eine sehr
langsame oder fehlende Freisetzung aufweisen (s. den Abschnitt am Ende der
Freisetzungskurve). Diese Eigenschaften folgten aus den Besonderheiten beider

Berechnungsmethoden. Im Weiteren werden die Zersetzungskorrekturen der Freisetzungkurven
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Tabelle D.5. Zusammenfassung der Korrekturberechnungen durch die zweite Methode (siche
Text).

Nr. fa(t) Sn m; my
j— ! "
1 f(t):ﬂt S1=12 m; =m, m'=m, +z2,
1
t1
’ " — r_ " __
2 R L L $=21+12 m,=m,+z, | mj=m,+s,
27 h
’ " — r_ " __
3 f3(t)=m3_m2t+m;’ 3=+ + 13 my=m,+S, | My=m,+s,
37 R
n ................ m’_m” ..................................... o m'_m+s ......... m"_m+s
—_n n-1 4 = 1 =
f,(t)= t+m’ Snzzz. nT T n =
! i=1
2,2+
2,0-
1,84

—m— nicht korrigiert
—e— korrigiert nach 1. Methode
—A— korrigiert nach 2. Methode

Freigesetztes Goserelin, mg
[
o
1

0 20 40 60 80
Zeit, Tage

Abbildung D.9. Beispiel der Zersetzungskorrektur einer Freisetzungskurve durch die erste und
die zweite Methode (s. im Text).

von Goserelin nach der zweiten Methode durchgefiihrt (ebenso wie fiir die Freisetzungskurven
von Goserelin im Kapitel C).

Zur Herstellung des Stdbchens 9 wurde das pordse mit 30 % Goserelin beladene PDLLA
extrudiert. Bei der Anfangstemperatur (60° C) kam das erste Produkt bei ca. 3500 N mit der
Stempel-Geschwindigkeit von 0,01 mm's™ aus der Diise heraus. Da sich die Stempelkraft sehr
schnell auf 7000-8000 N erhohte, wurde die Geschwindigkeit bis 0,002 mm-s™ verringert. Das

Stibchen kam aber zu langsam heraus und sah stark verformt aus. Deshalb wurde die
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Temperatur in einem ersten Schritt bis 65°C weiter erhoht. Nach einer kurzfristig verbesserten
Extrusion bei ca. 4000 N und 0,002 mm-s’, jedoch starker Deformation erhohte sich die
Stempelkraft wieder bis ca. 7000 N. Deshalb wurde die Temperatur bis 70° C erhoht. Bei 0,002
mm-s” konnte das Stibchen in gerader Form extrudiert werden und die Stempelkraft blieb fast
konstant (ca. 3500 N).
Von dem bei 70°C extrudierten Produkt wurden 5 Zylinder mit einer ungefidhren Linge von
1 cm abgesdgt und mit PDLLA (Boehringer) 1x, 3x, 5x, 7x und 9x beschichtet (s. Tabelle D.6).
Bei Kenntnis der Dichte von PDLLA (1,218 mg:mm™) kann man die theoretische Dicke von
PDLLA-Schichten auf den Zylindern berechnen. Das Volumen einer PDLLA-Schicht mit der
Schichtdicke d auf der Oberfldche eines Zylinders mit dem Radius r und der Lange 10 mm kann
man anndhernd mit der folgenden Formel bestimmen:
V ~4ard* +207rd (D.17)

Diese Gleichung folgt aus der Annahme, dass die Oberfliche des Zylinders durch die
Beschichtung nur unwesentlich veridndert wird, da die Schichtdicke relativ klein ist. Deshalb
wird diese Oberfliche durch Multiplikation der Zylinderldnge nach der Beschichtung (10 mm +
2d) mit der Kreisldnge seiner Basis vor der Beschichtung (22r) berechnet. Die Multiplikation
dieser Fldche mit der Schichtdicke d ergibt anndhernd das Volumen des PDLLA in der durch die
Beschichtung entstandenen Oberfldachenschicht:

V ~(10+2d)-27rd = 42rd* + 207rd (D.18)

Daraus kann man die Schichtdicke berechnen:

d =1[,/25+i—5] (D.19)
2 Pt

Die Werte von V wurden durch die Massendifferenzen der Zylinder vor und nach der
Beschichtung geteilt durch die Dichte des PDLLA berechnet. Die Werte V und d sind zusammen

mit den experimentell gefundenen Schichtdicken in Tabelle D.6 angegeben. In Abbildung D.10
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ist die Abhéngigkeit der theoretischen und praktisch gefundenen Schichtdicken von der Anzahl

der Beschichtungsvorgédnge dargestellt.

1,4+
1,24
1,01

0,8

Schichtdicke, mm

0,6 1

0.4 —m— Praxis

—e— Theorie

0,2 1

0,0 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Anzahl der Beschichtungsvorgange

Abbildung D.10. Abhéngigkeit der theoretischen und praktisch gefundenen PDLLA-
Schichtdicken auf den von Stdbchen 9 abgesdgten PDLLA/Goserelin-Zylindern von der Anzahl
der Beschichtungsvorgénge.

Die theoretische Dichte der PDLLA-Goserelin(7:3)-Mischung betrigt ca. 1,33 gem™ (s.

Abschnitt C.IV). Bei Kenntnis der Dichten der hergestellten Stibchen (Massen durch Volumen,

ohne Beschichtung) kann man ihre Porositdten P in % berechnen:

p=2"F 100% (D.20)
Po

wobei pydie theoretische und p die tatsdchliche Dichte der PDLLA-Goserelin-Mischung sind.

Die berechneten Werte von Dichten p und Porositéiten P sind in Tabelle D.6 angegeben.

Die Beschichtung von einzelnen mit Goserelin beladenen PDLLA-Partikeln, wie sie fiir den Fall
von beladenem PGA beschrieben wurde (s. 0.), ist nicht moglich. Diese gehen beim Vermischen
von beladenen PDLLA-Partikeln mit einer PDLLA-L6sung in Aceton in die Losung iiber.

Die Freisetzungskinetiken von Goserelin aus den beschichteten Zylindern sind in der Abbildung
D.11 dargestellt. Wie man sieht, haben die Beschichtungsanzahlen kaum Einfluss auf die

Kinetiken. Das heifit, dass sogar die 1x-Beschichtung fiir das Verlangsamen der Freisetzung
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Tabelle D.6. Beschichtung der Goserelin/PDLLA-Stibchen durch Eintauchen in eine Losung

von PDLLA (Resomer” R207, Boehringer) in Aceton.

Nr. 1 2 3 4 5
Anzahl der 1 3 5 7 9
Tauchvorginge

Anfangsmasse [mg] 13,2 12,2 12,5 13,2 12,7
Anfangsdurchmesser* 1,15-1,16 1,15-1,16 1,16-1,17 1,15-1,16 1,16-1,17
[mm]

Masse nach der 15,9 22,4 37,3 51,6 80,0
Beschichtung [mg]

Massenzunahme [%] 20,5 83,6 198 291 530
Durchmesser nach der 1,18-1,28 1,65-1,73 2,18-2,61 2,98-3,39 3,49-3,95
Beschichtung* [mm)]

Durchmesserzunahme 2,6-11,3 43,5-50,4 | 87,9-125,0 159-195 201-241
[o]

Durchschnittliche 0,04 0,27 0,62 1,02 1,28
Schichtdicke [mm]

Berechnete Schicht- 0,06 0,22 0,50 0,75 1,21
dicke [mm]

Berechnetes Volumen 2,22 8,37 20,36 31,53 55,25
PDLLA auf der

Oberfliche [mm’]

Dichte vor der 1,26 1,16 1,17 1,26 1,19
Beschichtung [g-cm™]

Porositit [%] 5,3 12,5 11,8 53 10,4

* Die Durchmesser wurden an beiden Enden und in der Mitte der Stibchen mit einer Schieblehre gemessen.
Angegeben sind jeweils der maximale und der minimale Wert.

Freigesetztes Goserelin, %
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Abbildung D.11. Darstellung der Freisetzungskinetik von Goserelin aus den vom Stdbchen 9
abgeschnittenen PDLLA/Goserelin-Zylindern, mit PDLLA-Beschichtung. 100 % Goserelin = ca.

4 mg.
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ausreicht. Die PDLLA-Schicht ist somit flir die umgebende Pufferlosung nur wenig durchléssig.
In der Abbildung D.12 sind REM-Aufnahmen von unbeschichteten und beschichteten Stéibchen
sowohl vor als auch nach der Freisetzung dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass die PDLLA-
Schicht die Stdbchen liickenlos umschlieB3t. Auflerdem sind die Poren, die nach den
Beschichtungen aus Chloroform-Losungen entstanden, hier nicht zu sehen (Abbildung D.12).
Auch nach der Freisetzung war die Schicht nicht zersetzt. Die Freisetzung von Goserelin erfolgt
somit durch Diffusion der Pufferlosung durch die dichte PDLLA-Schicht auf den Stdbchen. Der
ungewohnliche Verlauf der Freisetzung fiir das Stdbchen mit 5x-Beschichtung kann auf einen
kleinen Riss in der PDLLA-Schicht auf dem Stidbchen zuriickzufithren sein. Wie man sieht,
verliefen die Freisetzungen fast linear innerhalb von ca. 3 Monaten. Dennoch wurde das
Goserelin innerhalb von 100 Tagen nicht vollstindig freigesetzt. Die Beladung jedes Stébchens
betrug ca. 4 mg, freigesetzt wurden aber nicht mehr als 2,4 mg (60 %). Die Freisetzung wurde
also entweder noch nicht beendet oder ein Teil des Goserelins bildet einen stabilen Komplex mit
der PDLLA-Matrix. Zur Uberpriifung der Beladung der Zylinder mit 30 % Goserelin wurden
einige von ihnen direkt nach der Extrusion gewogen und gemdrsert. Das Goserelin wurde mit
einem bestimmten Volumen Phosphatpuffer extrahiert und die Konzentration des Goserelins in
diesen Losungen wurde mittels HPLC bestimmt. Der Beladungsgrad eines Zylinders wurde
durch die folgende Formel berechnet:

AV
mZ

BG =—S"2.100 % (D.21)

wobei mz; die Masse des Zylinders, Vp das Volumen der zur Extraktion des Goserelins
verwendeten Phosphatpuffer-Lésung und cg die mittels HPLC bestimmte Konzentration des
Goserelins in dieser Losung sind. Die auf diese Weise bestimmten Beladungsgrade wichen vom

theoretischen Wert (30 %) nicht mehr als 0,6 % ab (30 £ 0,6 %).
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EHT = 10.00kV Signal A=SE2  Date :1 Dec 2003 W Ruhr-Universitat-Bochum 200pm EHT = 10.00kV Signal A=SE2 Date:
WD = = 9

D= 10mm Photo No.=14  Time :10:41 Zentrales REM _ WD = mm  PhotoNo.=16  Time:

Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date:1 Dec 2003 W Ruhr-Universitét-Bochum 200um EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date :1 Dec 2003
Zentrales REM = WD= 9mm PhotoNo.=7 Time :10:36 Zentrales REM — WD= 8mm PhotoNo.=9 Time :10:38

Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date:1 Dec 2003 [l Ruhr-Universitat-Bochum 100pm EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date :1 Dec 2003
Zentrales REM —_ WD= 10mm Photo No. =19 Time :10:44 Zentrales REM _ WD= 10mm Photo No. =25 Time :10:47

Abbildung D.12. REM-Aufnahmen der extrudierten Goserelin-PDLLA (3:7)-Stidbchen: nach der
Extrusion ((a)-Oberflache, (b)-Querschnitt), nach der 3x-Beschichtung vor der Freisetzung ((c)-
Oberflache, (d)-Querschnitt), nach der 1x-Beschichtung nach 80 Tagen Freisetzung ((e)-
Oberflache, (f)-Querschnitt, durch Schneiden deformiert).
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D.1V Versuche zur Herstellung eigener Implantate

Wie schon im préparativen Teil (D.II) erwédhnt wurde, wurde fiir Extrusionsversuche in der
Universitdt Duisburg-Essen eine Pressform angefertigt, die schematisch in der Abbildung D.1
dargestellt ist. Diese Pressform entspricht einem einfachen Extruder. Dieser Extruder mit einer
hydraulischen Heil3presse, in der die Temperatur beider Pressplatten konstant eingehalten wurde,
hat einige Vorteile gegeniiber dem ,professionellen computergesteuerten Extruder bei der

Firma Novosis:

er ist sehr leicht zu bedienen;

- hat wesentlich geringere Kosten;

- es konnen viel hohere Stempelkréfte erreicht werden (30 kN und mehr, anstatt 8 kN);

- die Extrusion ist in einem viel groeren Temperaturbereich moglich (von

Raumtemperatur bis 200° C).

Von den Nachteilen ist besonders die Tatsache zu erwidhnen, dass die Stempelgeschwindigkeit
unregulierbar ist. Der unvermeidliche Abfall der Stempelkraft, der von der Extrusion, d. h. von
Fortkommen des Stempels, hervorgerufen wird, muss manuell ausgeglichen werden. Das kann
zur Inhomogenitdt und UngleichméBigkeit des Durchmessers im Extrudat fiihren.
Der erste Versuch zur Herstellung eigener Implantate war erfolgreich — festkdrperchemisches
PDLLA konnte schon bei 60°C und 20-30 kN in einem Stdbchen extrudiert werden. Das mit
30 % Goserelin beladene festkorperchemische PDLLA ldsst sich ebenfalls bei 60° C extrudieren.
Das hochmolekulare PDLLA von Boehringer (Resomer™ R207) konnte erst bei 80° C extrudiert
werden. Dieselben Stoffe und Mischungen konnten mit dem Extruder bei der Firma Novosis in
denselben Temperaturbereichen extrudiert werden. Dies fiihrt zu dem SchluB, dass die viel
hohere Stempelkraft keinen erkennbaren Einfluss auf den Extrusionsvorgang hat. Eine viel

wichtigere Bedingung ist die Temperatur der zu extrudierenden Probe. Selbst eine kleine
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Verdanderung der Temperatur um 5° C nach dem Beginn der Extrusion hat eine bedeutende
Beschleunigung des Extrusionsvorgangs zur Folge. Die Morphologie der extrudierten Stibchen
von Novosis und der in der Universitdt Duisburg-Essen hergestellten Stibchen sieht dhnlich aus
(Abbildung D.13). Die Oberfliche der in der Universitdt Duisburg-Essen extrudierten Stdbchen

sieht nur ein wenig rauher aus.

1 %4 8
I SE: Date :1 Dec 2003 W Ruhr-Universitét-Bochum 200um EHT =10.00kV SignalA=SE2  Date :1 Dec 2003
10mm PhotoNo.=14  Time 10:41 Zentrales REM — WD= 9mm PhotoNo.=16  Time :10:42

a8
Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date :25 May 20048 Ruhr-Universitat-Bochum 200um EHT =10.00kV Signal A=SE2  Date :25 May 2004]
Zentrales REM —_ WD= 8mm Photo No. =48 — WD= 8mm  PhotoNo. =50

Abbildung D.13. REM-Aufnahmen von Oberflichen und Bruchkanten extrudierter
PDLLA/Goserelin  Stdbchen (festkorperchemisch hergestelltes pordses PDLLA, 30 %
Goserelin): (a) — extrudiert bei Novosis (Oberfldche); (b) — extrudiert bei Novosis (Bruchkante);
(¢) — extrudiert in der Universitit Duisburg-Essen (Oberfliche); (d) — extrudiert in der
Universitdt Duisburg-Essen (Bruchkante).

Von diesem Stdbchen wurden drei Zylinder mit einer ungefdhren Lénge von 1 cm abgeschnitten
und jeder von ihnen 2x mit PDLLA beschichtet. Bei diesem Versuch wurden alle Zylinder
gleich beschichtet, um die Reproduzierbarkeit der PDLLA-Beschichtung zu untersuchen. Die

Abildung D.14 zeigt die Darstellung der Freisetzungskinetik von Goserelin aus diesen Zylindern.
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Wie man sieht, kann man die Reproduzierbarkeit der PDLLA-Beschichtung als zufriedenstellend
bezeichnen. Der Unterschied der Freisetzung zwischen den einzelnen Zylindern kann innerhalb

von 60 Tagen bis zu 15 % Goserelin betragen.

80+

[e2]
o
1

(]

Freigesetztes Goserelin, %

40
204 —m—Probe 1
—e— Probe 2
—A— Probe 3
0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Zeit, Tage

Abbildung D.14. Darstellung der Freisetzungskinetik von Goserelin aus Stdbchen 10 (pordses
PDLLA, 30 % Goserelin) mit PDLLA 2x-Beschichtung. 100 % Goserelin entsprechen ca. 3,5
mg.
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E Andere Arbeiten auf den Gebieten Wirkstofffreisetzung und

biodegradierbare Polyester

E.l Analyse und Aufreinigungsversuche des Polymers Resomer® RG95:5H

von Boehringer (PLGA 95:5)

Das Polymer Resomer® RG95:5H von Boehringer ist ein Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA)
95:5, d. h. das Verhéltnis zwischen molaren Anteilen von Lactid und Glycolid im Polymer ist
95:5. Dieses Polymer wird aus den zyklischen Dimeren D,L-Dilactid und Diglycolid in fliissiger
Phase hergestellt (Abbildung E.1). Deshalb ist zu erwarten, dass die Dimere nicht vollstindig
zum Polymer reagieren und nach der Synthese in der Matrix verbleiben. Fiir einen Einsatz dieser
Polymere zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung ist eine Restmenge von Dimeren unerwiinscht.
Obwohl die Dimere keine Gefahr fiir Mensch oder Umwelt darstellen, ist es doch bekannt, dass
sie einen merklichen Einfluss auf die Freisetzungskinetik ausiiben konnen. Das Ziel dieser
Untersuchung ist es herauszufinden, ob eine Beimischung der Dimere im Polymer vorliegt und
das Polymer von der eventuellen Beimischung zu befreien. Die Angaben des
Restmonomergehaltes gemall Boehringer sind: Dilactid: 4,4 % nach Gaschromatographie, 5,5 %
nach '"H-NMR, Diglycolid: nicht nachweisbar.

Das Polymer hat eine glasartige Morphologie, ist hart und sehr schwer zu zerreiben. Es ist sehr
gut in Chloroform und Aceton I6slich, in Wasser ist es unloslich. Es ist bekannt, dass kleine
Mengen an Diglycolid und Dilactid im Unterschied zu ihren Polymeren in Wasser 16slich sind.
Deshalb gibt es Verfahren zur Aufreinigung der Polylactide, Polyglycolide und Copolymere,
indem man eine Losung des Polymers in Aceton in ein gro3es Volumen von Wasser unter sehr

intensivem Riihren zutropft. Das Polymer fillt dabei in Form von weiflen Flocken aus und die
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Dimere bleiben in der Losung. Um diese Methode auszuprobieren, wurden ca. 0,5 g PLGA in
10 ml Aceton gelost (PLGA 106st sich vollstédndig, jedoch auch unter intensivem Riihren relativ
langsam). Die Losung wurde in einen Liter Wasser unter sehr intensivem Riihren langsam
zugetropft. Dabei wurde die Ausscheidung von weillen Flocken beobachtet. Die Losung wurde
durch einen Biichnertrichter mit Filterpapier filtriert. Das erhaltene Polymer wurde an einer
Wasserstrahlpumpe und anschlieBend an einer Olpumpe (mit einer Kiihlfalle mit fliissigem
Stickstoff) vollstindig getrocknet.

Mit dem ausgewaschenen sowie mit dem nicht ausgewaschenen Polymer wurden die folgenden

Analysen durchgefiihrt: IR-Spektroskopie, 'H-NMR-Spektroskopie, DSC-Messungen.

e} (0]
o)
CHy o
o] 0 o]
n + m E—— (@]
5 o o
H3C 2n|  HC
2m
o) (6]
Diglycolid D,L-Dilactid Poly-D,L-lactid-co-glycolid

(schematisch)

Abbildung E.1. Herstellung von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) aus zyklischen Dimeren in
fliissiger Phase (schematisch).

DSC-Messungen. In der DSC-Messung vom nicht ausgewaschenen Polymer sieht man nur
einen kleinen Peak bei ca. 50° C (Abbildung E.2). Das entspricht offensichtlich dem
Glasiibergang des Polymers (das Polymer ist amorph). Es gibt keine anderen Signale, die einer
weiteren Polymerisation oder dem Schmelzen der Monomere entsprechen konnten
(Schmelztemperatur fiir L-Dilactid ist 92-94° C, fiir D,L-Dilactid 116-119° C).

Die DSC—Messung des Polymers nach dem Auswaschen sieht dhnlich aus wie vorher
(Abbildung E.3). Der Peak, der dem Glasiibergang entspricht, hat sich bis ca. 55° C verschoben,
und die entsprechende Enthalpie ist um ca. 40 % gesunken (von 5,21 J g bis 3,75 I g). Die

Erhohung der  Glasiibergangstemperatur  kann mit Vergroferung des mittleren
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Abbildung E.2. DSC-Untersuchung von nicht ausgewaschenem PLGA 95:5.
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Abbildung E.3. DSC-Untersuchung von PLGA 95:5 nach dem Auswaschen mit Aceton/Wasser
und Trocknen.

Molekulargewichts durch Auswaschen der kurzen Polymerketten erkldrt werden. Die

Verringerung der Enthalpie bei dem Glasiibergang ist schwierig zu erkldren. Vermutlich braucht
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das Polymer in seinem ,,glasartigen* Zustand mehr Warmezufuhr als im ,,flockigen®, damit die
Polymerketten beweglich werden. Aullerdem kdnnte das oben erwéhnte Auswaschen der kurzen
Polymerketten einen Einfluss auf die Glasiibergangstemperatur haben.

'H-NMR-Messungen in CDCls. Im Spektrum des nicht ausgewaschenen Polymers (Abbildung
E.4) finden sich breite Signale der CH3- (Lactid, 1,60 ppm), CH- (Lactid, 5,20 ppm) und CH,-
(Glycolid, 4,80 ppm) Gruppen. Fiir Polymere sind derartig breite Signale mit einer unbestimmten
Multiplizitdt in "H-NMR-Spektren iiblich. Neben den Hauptpeaks bei 1,60 ppm und 5,20 ppm
befinden sich deutliche Signale, die partiell mit den Signalen vom Polymer iiberlagert sind (5,08
ppm, vermutlich Quartett, 1,67 ppm, vermutlich Dublett). Diese Signale entsprechen einer
Beimischung von Dilactid im Polymer (Literaturangaben fiir Dilactid!'”: 5,087 ppm Quartett,
1,660 ppm Dublett). Ein grofes Singulett bei 0,00 ppm entspricht dem Standard
Tetramethylsilan (TMS, (CHj3)4Si1). Das kleine Singulett bei 7,27 ppm entspricht dem Rest-

Chloroform-Gehalt (CHCl3) in CDCls.
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Abbildung E.4. "H-NMR-Spektrum vom nicht ausgewaschenen PLGA in CDCls.
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Das Spektrum des Polymers nach dem Auswaschen hat sich nur unwesentlich verdndert
(Abbildung E.5). Obwohl die Peaks von Dilactid viel kleiner wurden, kann man dennoch ein
kleines Dublett bei ca. 1,7 ppm erkennen. Das zeugt davon, dass das Dilactid nicht vollstindig
ausgewaschen wurde und damit ein weiteres Losen von Polymer in Aceton und Ausfillen in

118

Wasser fiir eine Aufreinigung nétig ist. Das Singulett des Diglycolids bei 5,09 ppm!''®! ist nicht

sichtbar, da es mit anderen Signalen {iberlagert wird.

}l
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i

3.654
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Abbildung E.5. "H-NMR—Spektrum des Polymers (PLGA) in CDCl; nach dem Auswaschen mit
Aceton/Wasser (Versuch mit einer kleinen Menge PLGA)

IR-Messungen. Das IR-Spektrum des Polymers nach dem Auswaschen hat sich nahezu nicht
verdndert (Abbildungen E.6, E.7). Man sieht ein typisches Polyester-Spektrum — ein grof3es
Signal von den Esterbindungen (C=0) bei ~ 1753 cm” und ein kleines Signal von den
Carboxylat-Endgruppen (C=0) bei ~ 1618 cm.

Die Literaturangabe fiir die Monomere sind die Folgenden: Diglycolid C=0O (Esterbindungen)
1753 cm™ "' Dilactid C=0 (Esterbindungen) 1770 em "7 Das heiBt, es ist sehr schwierig,

mit IR-Spektren die Gegenwart der Monomere im Polymer nachzuweisen.
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Abbildung E.7. IR-Absorptionsspektrum von mit Aceton/Wasser ausgewaschenem Polymer
(PLGA).
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Nach dem Auswaschen ist nur eine kleine Bande bei ~ 934 cm™ verschwunden. Entsprechend

7] oibt es im IR-Spektrum des Dilactids eine Bande mit einer mittleren Intensitit

der Literatur,
bei 931 cm™.
Aufreinigungsversuche von groBen Mengen PLGA 95:5. Zur Aufreinigung des Polymers
wurden ca. 35 g davon in 200-250 ml Aceton unter intensivem Riihren geldst. AnschlieBend
wurde das Volumen bis auf 300 ml mit Aceton verdiinnt. Je 20 ml der Losung wurden in
2000 ml demineralisiertes Wasser unter sehr intensivem Riihren langsam eingetropft. Man
beobachtete die starke Bildung weiler Flocken. Die Losung wurde durch einen Papierfilter
filtriert. Zum Trocknen der Flocken wurden diese in einer groBen Kristallisierschale gesammelt
und in einem Umlufttrockenschrank bei 25°C fiir mindestens eine Woche belassen. Die
Vollstidndigkeit der Wasserentfernung wurde durch Massenverlust der Kristallisierschale mit der
Zeit geprift. Blieb die Masse des Polymers konstant, so wurde es noch 2-3 Tage im
Trockenschrank belassen. AnschlieBend wurde eine DSC-Untersuchung durchgefiihrt (vgl.
Abbildungen E.8 und E.9). In der DSC-Messung des noch feuchten Polymers (Abbildung E.8)
siecht man eine groBe Anzahl von intensiven Signalen. Vermutlich entsprechen sie der
Verdampfung von Losungsmitteln sowie verschiedenen Prozessen von Wechselwirkungen der
Losungsmittel mit dem Polymer (z. B. Hydrolyse). In der DSC-Messung des trockenen Polymers
(Abbildung E.9) sieht man nur ein kleines Signal vom Glasiibergang des Polymers. Die 'H-
NMR-Untersuchung des Polymers nach einmaligem Auswaschen (Abbildung E.10) zeigte hier
auch eine geringe Restmenge des Monomers. Die Versuche, die Losung des Polymers bis 35 g in
600 ml Aceton zu verdiinnen oder 10 ml anstatt 20 ml von der Losung in 2000 ml Wasser
zuzutropfen, ergaben keine Erfolge. Da die 'H-NMR-Untersuchungen zeigten, dass nach
einmaligem Auswaschen immer noch eine bestimmte Menge Dilactids im Polymer verblieb,
wurden die Aufreinigungsversuche zweimal durchgefiihrt. D. h. eine Portion Polymer nach dem

Losen in Aceton, Ausfillen in Wasser und Filterung wurde erneut in Aceton geldst, in Wasser
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Abbildung E.8. DSC-Untersuchung von PLGA 95:5 direkt nach der Aufreinigung.
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Abbildung E.9. DSC-Untersuchung von PLGA 95:5 nach Aufreinigung und Trocknen.

gefillt, filtriert und getrocknet. Das 'H-NMR-Spektrum von zweimal aufgereinigtem Polymer
zeigt keinen Restmonomergehalt im Polymer (Abbildung E.11). Die gesamte Ausbeute des

Polymers betrdgt ca. 400 g von 500 g (80 %). Der Verlust kann auf die Entfernung der



KAPITEL E: ANDERE ARBEITEN 82

4 A3

T

6 4 E ¢ G

Abbildung E.10. "H-NMR-Untersuchung von einmal aufgereinigtem PLGA 95:5 in CDCls.
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Abbildung E.11. "H-NMR-Untersuchung von zweimal aufgereinigtem PLGA 95:5 in CDCls.
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Verunreinigungen sowie der Polymerketten mit kleinen Polymerisationsgraden zuriickzufiihren

sein.

E.Il Untersuchung der Zoladex®-Implantate mittels *H-NMR

Wie schon im Abschnitt A.IV erwidhnt wurde, ist Zoladex® ein auf dem Markt befindliches
Praparat mit Goserelin der Firma Zeneca (Abbildung E.12). Es stellt einen Zylinder aus
Polymermaterial mit dem Durchmesser von ca. 2 mm und einer Ldnge von ca. 10 mm dar.
Dieser Zylinder wird mit Hilfe einer Spritze mit einer entsprechenden Grofle subkutan
implantiert. Im Moment der Implantation beginnt bereits die Freisetzung des Goserelins in den
Korper. Da das Implantat bioresorbierbar ist, muss es spiter nicht explantiert werden und 16st
sich im Korper vollstindig auf. Das Implantat ,,Zoladex 3,6 enthélt eine Monatsdosis Goserelin
und wird daher ,Monatsimplantat“ genannt. Dementsprechend ist ,,Zoladex 10,8 ein
,Dreimonatsimplantat®. Fiir die Herstellung der Implantate werden PLGA-Polymere mit
Lactid:Glycolid Verhéltnissen 95:5 und 50:50 verwendet. Das Ziel dieser Untersuchung war es
herauszufinden, aus welchen PLGA-Polymeren Zoladex 3,6 und Zoladex 10,8 hergestellt

wurden.

ey W..I!l'llllullﬂﬂllﬂih RPN

Abbildung E.12. Das Zoladex-10,8-Implantat mit dem System fiir die subkutane Einfiihrung.

Die 'H-NMR-Spektren der Zoladex-Implantate (Abbildungen E.13, E.14) zeigen, dass das
Zoladex-3,6-Implantat aus PLGA 50:50 und das Zoladex-10,8-Implantat aus PLGA 95:5

hergestellt wurden. In beiden Fillen sind die breiten Signale von der CH3-Gruppe des Lactids
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Abbildung E.13. '"H-NMR-Untersuchung des Zoladex-3,6-Implantats in CDCl;.
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Abbildung E.14. "H-NMR-Untersuchung des Zoladex-10,8-Implantats in CDCls.
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(ca. 1,4 ppm), den CH,-Gruppen des Glycolids (ca. 4,6 ppm) sowie den CH-Gruppen des Lactids
(ca. 5,0 ppm) zu sehen. Die Verhéltnisse der Integrale der Signale zueinander sind verschieden
und weisen auf die Gehalte der Wasserstoffatome verschiedener Gruppen hin. Fiir PLGA 50:50
ist das theoretische Verhiltnis CH3/CH,/CH = 3-50/2-50/1-50 = 3/2/1, fir PLGA 95:5
CH3/CH,/CH = 3-95/2:5/1-95 = 57/2/19. Praktisch gefundene Verhéltnisse sind 3,2/1,9/1 fiir

Zoladex 3,6 und 64/2/18,5 fiir Zoladex 10,8.

E. 1l TG-DTA-IR - Untersuchung des Antiinsektenpflasters Hansaplast®

Antiinsektenpflaster sind ein Beispiel fiir eine 16sungsmittelfreie Wirkstofffreisetzung. Wird so
ein Pflaster auf die Haut geklebt, so wird ein fliichtiger Wirkstoff in die Umgebung freigesetzt,
der Insekten abschreckt und sie daran hindert, sich dem Menschen zu ndhern. Die
Wirkstofffreisetzung wird durch Korperwiarme beschleunigt, aber selbst bei Raumtemperatur ist
sie beachtlich, weshalb die Pflaster in lufthermetischen Packungen aufbewahrt werden. Das Ziel
dieser Untersuchung ist es, mittels einer TG-DTA-IR-Anlage die ungefdhre Freisetzungsdauer

(13

und den Wirkstoffgehalt eines Antiinsektenpflasters der Firma ,,Hansaplast®™ zu bestimmen
(Abbildung E.15).

In der Darstellung der TG-DTA-IR-Messung (Abbildung E.16) sind alle Kurven als Funktionen
der Zeit in Minuten (Abszisse) abgebildet. Die rote Kurve und ihre Ordinate zeigen die
Temperatur. Das Temperaturprogramm war wie folgt: Erhitzung ab Raumtemperatur auf 40° C
mit 1 K min”, dann isotherm fiir 24 Stunden. Diese Bedingungen sollten das Aufkleben des
Pflasters auf einen menschlichen Korper imitieren. Die blaue Kurve und ihre Ordinate (TG)
entsprechen der relativen Verdnderung der Probenmasse in % (100 % entspricht der Proben-

anfangsmasse von 95,2 mg). Die griine Kurve und ihre Ordinate sind das DTA-Signal, d. h. die

Temperaturdifferenz zwischen dem leeren Referenztiegel und dem Tiegel mit der Probe.
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Abbildung E.15. Das Antiinsektenpflaster Hansaplast”.

Abbildung E.16. Graphische Darstellung der TG-DTA-IR-Messung des Antiinsektenpflasters
,Hansaplast .
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Wihrend der IR-Messungen zeigten sich innerhalb des Messvorgangs keine Signale. Auch die
DTA-Kurve zeigt keine wesentlichen Verdnderungen der Probentemperatur wéahrend der
Messung.
Der Massenverlust der Probe nach 1460 Minuten (24 Stunden 20 Minuten) betrug 6,88 %
(6,55 mg). Die Verdampfungskinetik des Wirkstoffes vom Antiinsektenpflaster (blaue Kurve,
Abbildung E.16) kann mit einer Exponentialregression beschrieben werden:

y(t) = Yo + (100-yo)e™ R*=0,9973 (E.1)
wobei y(t) die Abhédngigkeit der Massenprozente der Probe von der Zeit t in Minuten ist; Yo und K
sind Konstanten:

Yo =92,654 £ 0,014 (0,015 % Fehler),

k=610,9 + 2,6 (0,43 % Fehler) (E.2)
Wie man in der Abbildung E.16 sieht, ist die Verdampfung des Wirkstoffes vom
Antiinsektenpflaster selbst nach 24 Stunden noch nicht abgeschlossen. Anndhernd kann man den
Wirkstoffgehalt durch Extrapolation der Verdampfungskurve auf t — oo bestimmen:

lim y(t) = ,~ 92,65 % (E.3)

Der Wirkstoffgehalt durch diese Bestimmung betrdgt somit 7,35 % (7,00 mg).

E.IV TG-DTA-IR — Untersuchung des Klebstoffs ,,MA 73A*

Der Klebstoff , MA 37A* wird fiir Pflaster verwendet. Er besteht aus einem Kohlenwasserstoff-
Losungsmittel wie z. B. einem Alkan, einer Polymerbasis wie Polyisobutylen und einer kleinen
Menge an Kolophoniumharz. Das Ziel dieser Untersuchung war es, mittels TG-DTA-IR-
Messung die ungefdhren Gehalte dieser drei Bestandteile zu bestimmen.

Auf der Darstellung der TG-DTA-IR-Messung (Abbildung E.17) sind alle Kurven als

Funktionen der Temperatur (Abszisse) angezeigt. Die blaue Kurve (TG) ist die relative
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Veridnderung der Probenmasse in % (100 % (Anfangsmasse 182,90 mg)). Die griine Kurve ist
das DTA-Signal, d. h. die Temperaturdifferenz zwischen dem leeren Referenztiegel und dem
Tiegel mit der Probe. Wird die Differenz groBer, so heiflt das, dass ein endothermer Prozess
stattfindet und die Temperatur der Probe sinkt. Dementsprechend wird ein exothermer Prozess
von einer Erniedrigung der Temperaturdifferenz begleitet. Mit der schwarzen Punktlinie wird die
Integralintensitidt des IR-Spektrometers angezeigt. Je hoher diese ist, desto mehr Infrarot-
Strahlen werden im IR-Gerit absorbiert.

Von 30 bis ca. 100° C beginnt das Heptan und/oder andere fliichtige Substanzen des Klebstoffs
zu verdampfen (Massenverlust 21,63 %). Bei ca. 100°C sieht man den Anfang eines sehr
schnellen Massenverlustes, was darauf hindeutet, dass die fliichtigen Substanzen sieden.

Der Siedepunkt von Heptan bei 1 bar betragt 98,4° C. Auch in der DTA-Kurve sieht man einen
Peak der Wiarmeabsorption. Dieser Peak ist aber aufgespalten, was bedeuten kann, dass andere
Substanzen neben Heptan im Kleber enthalten sind. Dies kdnnen andere Alkane sein: Hexan,
Oktan, ihre Isomere oder Isomere des Heptans selbst und dhnliches.

In der Abbildung E.18 ist die 3D-Darstellung der IR-Messung angezeigt. Die Aufnahme der IR-
Spektren erfolgt kontinuierlich. Da die Heizrate konstant ist (1 K min") und die Messung bei
30° C angefangen wurde, kann man die Temperatur aus der Dauer der Messung berechnen:

t(sek)

T(°C)=30°C +
60(sek)

(E.4)

wobei t die Zeit in Sekunden und T die Temperatur in Grad Celsius sind.

Die Maxima der IR-Absorption sieht man bei ca. 4790 Sekunden (110° C) und ca. 21060
Sekunden (381° C). Diese Zeitpunkte sind in der Abbildung E.18 mit der roten und der blauen
horizontalen Linie gekennzeichnet. In der Abbildung E.19 kann man die aus diesen Zeitpunkten
extrahierten IR-Spektren genauer ansehen. Die rote Kurve entspricht der roten Linie in der

Abbildung E.18, die blaue Kurve der blauen Linie.
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Abbildung E.17. Graphische Darstellung der TG-DTA-IR-Messung des Klebstoffs ,MA 73A*
(Heizrate 5 K min™, unter Stickstoff-Atmosphire).

Sekunden 10000

Wellenzahl, cm™!

Abbildung E.18. 3D-Darstellung der wihrend der TG-DTA-Messung des Klebstoffs ,,MA 73A*
aufgenommenen IR-Spektren.
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Auf dem IR-Spektrum bei 110° C (Abbildung E.19) sieht man eine intensive Absorptionsbande
bei 2927 cm™ und eine kleine bei 1459 cm’. Die erste Bande entspricht den C-H-
Streckschwingungen, die zweite den C-C-Streckschwingungen, was auf Kohlenwasserstoffe
hindeutet (Alkane).

Nachdem die fliichtigen Substanzen verdampft sind (ca. 145° C, Abbildung E.17), verschwinden
alle Banden im IR-Spektrum (Abbildung E.18) und es tritt nur noch ein geringer Massenverlust
bis ca. 330° C auf (Abbildung E.17). Der gesamte Massenverlust zu diesem Zeitpunkt betragt
54,65 %. Diesen Wert kann man als den Anteil der fliichtigen Kohlenwasserstoff-Komponenten

im Kleber betrachten.

254

204
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— eI,
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Abbildung E.19. Die wihrend der TG-DTA-Messung des Klebstoffs ,MA 73A“
aufgenommenen IR-Spektren: rote Kurve bei 110° C, blaue Kurve bei 381° C.

1000

Bei ca. 330°C beginnt der Wert der Masse wieder schnell zu sinken (Abbildung E.17). Auch die
IR-Absorption nimmt zu und erreicht ein Maximum bei ca. 380° C (Abbildung E.18). Im IR-
Spektrum bei 381° C (Abbildung E.19) sieht man wie auch bei 110° C Absorptionsbanden bei
2927 em™ (C-H) und 1459 cm™ (C-C), was auf Kohlenwasserstoffe hindeutet. AuBerdem sind 2

kleine Banden bei 872 c¢cm™ und 2349 cm™ zu sehen. Die erste Bande kann eine C-C-



KAPITEL E: ANDERE ARBEITEN 91

Streckschwingung oder eine C-H-Deformationsschwingung sein (z. B. in Alkenen), die zweite
Bande entspricht Streckschwingungen zwischen Kohlenstoff und einem mit ihm mit einer
dreifachen Bindung gebundenen Element (z. B. C=C, C=N). In diesem Temperaturbereich
verfliichtigt sich vermutlich die Polyisobutylen-Basis des Klebstoffes. Der Massenverlust betragt
dabei 36,13 %. In der DTA-Kurve ist dabei fast nichts zu sehen (Abbildung E.19).

Ab 400° C bleibt die Masse der Probe fast konstant. Die restliche Masse bei 500° C betrigt
4,49 % der Anfangsmasse. Der Reststoff ist vermutlich Kolophoniumharz. Der grole Warme-
absorptionspeak in der DTA ab 450° C kann durch Abdampfung bzw. Sublimation des

Reststoffes erklart werden.
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G Zusammenfassung

Das Hauptziel der Arbeit war es herauszufinden, inwiefern die pordésen Polyester Poly-D,L-
lactid, PDLLA, wund Polyglycolid, PGA, die durch die festkdrperchemischen
Polymerisationsreaktionen aus den Natrium-Salzen der entsprechenden o-Chlorcarbonsduren
(Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat und Natriumchloracetat) hergestellt wurden, fiir eine
kontinuierliche Wirkstofffreisetzung in wassrigen Medien geeignet sind.

Das als Nebenprodukt der Polymerisationsreaktionen entstehende Natriumchlorid scheidet sich
in Form von Mikrokristallen (mit GroBenordnung unter einem Mikrometer) innerhalb der
Polymermatrix ab. Durch das Auswaschen von Natriumchlorid mit Wasser entsteht somit ein
mikropordses Polymer, das mit einem Wirkstoff beladen werden kann.

Die angestrebte Freisetzung sollte moglichst linear sein und eine betrichtliche Zeitspanne (mehr
als drei Monate) andauern. Der Beladungsgrad der Freisetzungskorper sollte dabei etwa 30 %
betragen. Solche Freisetzungseigenschaften sind insbesondere fiir eine Hormontherapie
forderlich, in der eine geringe Menge Wirkstoff innerhalb eines langen Zeitraumes abgegeben
werden soll. Als Modellwirkstoffe wurden die Aminosdure L-Phenylalanin und das LHRH-
Agonist Goserelin in seiner Monoacetat-Form verwendet. Wegen der gro3en Hydrophilie beider
Wirkstoffe, ihrer hohen Wasserloslichkeit und des beachtlichen Beladungsgrades der
Freisetzungskorper von etwa 30 % war die Erzielung einer langsamen und linearen
Wirkstoftfreisetzung problematisch. Die mikropordsen Polyester PDLLA und PGA waren in
dieser Hinsicht interessante Materialien, da die Poren in diesen Polymeren mit einer
Wirkstofflosung durch Sorption bei Raumtemperatur beladen werden konnen. Nachdem das
Losungsmittel durch Abdampfen entfernt wird, bleibt der Wirkstoff in den Mikroporen.
Nachfolgende Kompaktierung bei Raumtemperatur oder bei leicht erh6hten Temperaturen fiihrt

im Idealfall zu einem Polymerimplantat mit einem in der Polymermatrix eingeschlossenem
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Wirkstoff. Durch diese Methode wird jegliche thermische Einwirkung auf den Wirkstoff
vermieden.

Die ungefihre Temperatur des Polymerisationsbeginns fiir Natrium-(R,S)-2-chlorpropionat und
Natriumchloracetat wurde durch die Ergebnisse der DSC-Untersuchungen ermittelt. Der
Reaktionsverlauf wurde durch Messung von IR-Spektren der direkt aus der Reaktionsmischung
entnommenen Proben kontrolliert. Die erhaltenen Produkte wurden mittels Viskosimetrie, DSC,
IR, REM und 'H-NMR (nur PDLLA) charakterisiert.

Die hergestellten Polymere unterschieden sich sehr in ihren physikalischen Eigenschaften. Das
PGA war partiell kristallin, wihrend das PDLLA voéllig rontgenamorph war. Durch seine
Struktur hat das PGA einen relativ hohen Schmelzpunkt und ist nur in sehr wenigen
Losungsmitteln 16slich. Zum Unterschied von PGA ist PDLLA gut in vielen organischen
Losungsmitteln wie Aceton, Dichlormethan, Chloroform, Ethylacetat 16slich.

Der erste Teil der Untersuchungen der Wirkstofffreisetzung aus pordsen Polyestern wurde mit
uniaxial gepressten Formkdrpern mit dem Modellwirkstoff L-Phenylalanin durchgefiihrt. Die
Konzentration des Phenylalanins in wissrigen Losungen wihrend der Freisetzung wurde mittels
UV-Spektroskopie bestimmt. Alle Formkorper wurden durch uniaxiales Verpressen in einer
Pressform aus Edelstahl in einer hydraulischen Presse hergestellt.

Die erste Freisetzung wurde mit 9 %ig beladenem Stdbchen aus porosem PDLLA durchgefiihrt.
Die ganze Menge an Phenylalanin war schon nach ca. 40 Stunden freigesetzt. Ein weiteres
Stabchen wurde aus porésem PGA und mit 9 % Phenylalanin hergestellt. In diesem Fall erfolgte
die Freisetzung ebenfalls sehr schnell (ca. zwei Tage), obwohl das Stdbchen nach dem Ende der
Freisetzung seine urspriingliche Geometrie behielt. Das zeugt davon, dass die Freisetzung selbst
bei einem nicht so hohen Beladungsgrad (9 %) eher diffusions- als degradationskontrolliert ist.
Das nichste Stibchen aus PGA wurde mit 30 % Phenylalanin beladen. Das Stibchen wurde in

sechs gleiche Wiirfel zersdgt. Vier von den Wiirfeln wurden mit PLLA (8x und 14x) und
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PDLLA (1x und 13x) beschichtet. Die Beschichtung erfolgte durch Eintauchen in eine Losung
von Hochmolekulargewicht-PLLA (Resomer” L210, Boehringer) oder PDLLA (Resomer”
R207, Boehringer) in Chloroform. Bei der PLLA 8x-Beschichtung wurde die Freisetzung auf
vier Tage verlangsamt. Bei der PLLA 14x-Beschichtung betrug die Freisetzungsdauer ca. 9
Tage. Die PDLLA 1x-Beschichtung ist vergleichbar mit der PLLA 8x-Beschichtung. Bei der
PDLLA 13x-Beschichtung verlief die Freisetzung innerhalb von 75 Tagen fast linear. Die
PDLLA-Beschichtungen waren somit viel wirksamer als die PLLA-Beschichtungen.

Dann wurde eine neue Methode zur Priaparation von PGA-Formkorpern getestet: einfaches
Vermischen von Phenylalanin mit PGA mit oder ohne Zusatz von PDLLA (Boehringer) und
Verpressen unter sehr hoher Stempelkraft (120 kN). Ein Zusatz von PDLLA vor dem Verpressen
sollte als FlieBhilfsmittel dienen. Die PLLA-Beschichtungen hatten hier auch keinen
bedeutenden Einfluss auf die Freisetzungskinetik. Bei der PDLLA 13x-Beschichtung lief die
Freisetzung aber langsamer als im Fall vom vorherigen Stébchen, das unter dem kleineren Druck
hergestellt wurde. Eine Korrelation zwischen der Anzahl der Beschichtungsvorgénge und der
Freisetzungsdauer war zu erkennen. Die Freisetzungen fiir die Wiirfel, die unter dem Zusatz von
PDLLA (Boehringer) hergestellt wurden, verliefen fiir die Formkorper mit diinnen PDLLA-
Beschichtungen langsamer.

Da ohne &uflere Polymerschicht jede der oben angefiihrten Freisetzungen eine viel geringere
Dauer hitte, bestand das Problem, die Freisetzungskinetik zu verlangsamen, auch wenn ein
beschichteter Freisetzungskorper zufillig abbricht. Denn wenn ein Implantat zufillig im Korper
abbricht, wiirde man auf diese Weise kurzfristig eine Dosis erhalten, die sonst erst innerhalb von
drei Monaten freigesetzt wiirde. Dafiir wurde ein Stibchen hergestellt, in dem alle beladenen
PGA-Partikel vor dem Pressen mit PDLLA (Boehringer) aus einer Losung in Chloroform
beschichtet wurden. Ein solches Verfahren konnte die Freisetzungsdauer bis auf fiinf Tagen

verlangsamen. Im Vergleich zu den Formkorpern mit einer dulleren PDLLA-Beschichtung kann
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dieses Verfahren hinsichtlich Effektivitdit nur mit der PDLLA 1x-Beschichtung verglichen
werden.

Betrachtete man die unterschiedlichen zeitlichen Verldufe der Freisetzung von Phenylalanin aus
den bei verschiedenen Stempelkriften hergestellten PGA-Formkorpern, so lag der Schluss nahe,
dass es ebenfalls eine analoge Korrelation der Freisetzungskinetik fiir Formkorper aus porosem
PDLLA mit Goserelin als Wirkstoff geben sollte. Fiir diese Untersuchungen wurde mikropordses
PDLLA mit 30 % Goserelin beladen und mit verschiedenen Stempelkriften verpresst. Von
diesen Stdbchen wurden Wiirfel abgesidgt und mit einer PDLLA(Boehringer)-Aceton Losung
durch Eintauchen 3x mit PDLLA beschichtet. Bei Kenntnis der Dichte des PDLLA konnte die
theoretische Dicke der PDLLA-Schichten auf den Wiirfeln berechnet werden. Bei Kenntnis der
Dichten der hergestellten Wiirfel (ohne Beschichtung) konnte auch die Porositit bestimmt
werden. Da die genaue Dichte der Goserelin-Kristalle unbekannt ist, wurde die theoretische
Dichte der PDLLA-Goserelin-Mischung wie die Dichte von einer Mischung aus 30 % Zucker
und 70 % PDLLA berechnet. Die Freisetzungskinetik von Goserelin war in diesem Fall von dem
Herstellungsdruck unabhéngig.

Der zweite Teil der Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung aus porésen Polyestern wurde mit
extrudierten Formkorpern mit dem Modellwirkstoff Goserelin-Acetat durchgefiihrt. Die ersten
Extrusionsversuche wurden mit Hilfe des Extruders Rheoflixer” bei der Firma Novosis
(Miesbach) durchgefiihrt. Stibchen mit PGA wurden durch eine Herstellungsmethode
angefertigt, indem jede einzelne mit einem Wirkstoff beladene PGA-Partikel mit einer Schicht
aus PDLLA (Boehringer) versehen wurde. Ein weiteres Staibchen wurde aus mit 30 % Goserelin
porésem PDLLA hergestellt.

Die Freisetzungskorper bestanden aus Zylindern, die aus den extrudierten Stibchen abgeségt
wurden. Die Beschichtung von den abgesdgten Zylindern wurde genauso wie die Beschichtung

der gepressten Formkorper durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass das PDLLA (Boehringer)
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nicht in Chloroform sondern in Aceton geldst wurde. Die Bestimmung der Konzentration des
Goserelins in wissrigen Losungen wurde an einer HPLC-Anlage durchgefiihrt.

Die Extrusion der Mischungen mit PGA begannen erst bei 100° C und die Verteilung des Stoffes
innerhalb der Stibchen war ungleichméBig. Die Freisetzung von Goserelin war sehr kurz. Der
meiste Wirkstoff wurde bereits innerhalb von 2-3 Tagen freigesetzt.

In den HPLC-Chromatogrammen der Proben mit Goserelin, die spiter als 30 Tage nach Beginn
der Freisetzung entnommen wurden, war ein kleiner Peak von einer unbekannten Beimischung
bei einer kleineren Retentionszeit zu sehen. Vermutlich fand nach dieser langen Einwirkzeit des
Wirkstoffes in Losung Hydrolyse statt, und es entstechen Abbauprodukte mit kleineren
Molmassen. Es wurde ein Experiment zur Untersuchung der Zersetzungskinetik des Goserelins
im Phosphatpuffer bei 37° C vorgenommen. Anhand dieser Untersuchungen konnte eine
Zersetzungskorrektur fiir jede Freisetzungskurve von Goserelin eingefiihrt werden. Es wurden
zwei Methoden zur Korrektur der Freisetzungskurven entwickelt.

Die Mischungen aus 30 % Goserelin und porésem PDLLA konnten schon bei 70° C extrudiert
werden. Von dem Produkt wurden fiinf Zylinder abgesdgt und mit PDLLA (Boehringer) 1x, 3x,
5x, 7x und 9x beschichtet. Bei Kenntnis der Dichte von PDLLA konnte die theoretische Dicke
von PDLLA-Schichten auf den Zylindern berechnet und die Abhéngigkeit der theoretischen und
praktisch gefundenen Schichtdicken von der Anzahl der Beschichtungsvorginge ermittelt
werden. Bei Kenntnis der Dichten der hergestellten Stdbchen konnte ihre Porosititen berechnet
werden. Die Beschichtungsanzahlen hatten kaum FEinfluss auf die Freisetzungskinetiken. Das
heiit, dass sogar die 1x-Beschichtung fiir das Verlangsamen der Freisetzung ausreichte. Die
PDLLA-Schicht war somit fiir die umgebende Pufferlosung nur wenig durchlissig. Die
Freisetzungen verliefen fast linear innerhalb von ca. drei Monaten. Dennoch wurde das

Goserelin innerhalb von 100 Tagen nicht vollstindig freigesetzt. Die Freisetzung wurde also
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entweder noch nicht beendet oder ein Teil des Goserelins bildete einen stabilen Komplex mit der
PDLLA-Matrix.

Zur Uberpriifung der Beladung der Zylinder mit 30 % Goserelin wurden einige von ihnen direkt
nach der Extrusion abgewogen und gemorsert. Das Goserelin wurde mit einem bestimmten
Volumen Phosphatpuffer extrahiert und die Konzentration des Goserelins in diesen Losungen
wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt.

Fiir Extrusionsversuche in der Universitit Duisburg-Essen wurde ein eigener Extruder
angefertigt. Die Substanz wurde in einen runden Behilter aus Stahl gegeben, in dessen Boden
eine Diise aus Silberstahl mit einem kleinen Loch in der Mitte (I mm im Durchmesser)
vorhanden war. Die ganze Pressform wurde bis zu einer bestimmten Temperatur erhitzt und
dann konstant gehalten. Der Stoff wurde mit einem Stempel aus Silberstahl mit Hilfe einer
hydraulischen Presse durch das Loch in der Diise herausgepresst. Trotz der viel hoheren
Stempelkraft konnten Polymer-Wirkstoff-Mischungen mit dem eigenen Extruder in denselben
Temperaturbereichen wie bei der Firma Novosis extrudiert werden. Dies flihrte zu dem Schluss,
dass die viel hohere Stempelkraft keinen erkennbaren Einfluss auf den Extrusionsvorgang hat.
Eine viel wichtigere Bedingung war die Temperatur der zu extrudierenden Probe.

Ein Stibchen wurde mit Hilfe des eigenen Extruders hergestellt. Es bestand aus mit 30 %
Goserelin beladenem pordsem PDLLA. Von diesem Stibchen wurden drei Zylinder
abgeschnitten und jeder von ihnen 2x mit PDLLA beschichtet. Bei diesem Versuch wurden alle
Zylinder gleich beschichtet, um die Reproduzierbarkeit der PDLLA-Beschichtung zu
untersuchen. Die Reproduzierbarkeit der PDLLA-Beschichtung konnte als zufriedenstellend
bezeichnet werden. Der Unterschied der Freisetzung zwischen den einzelnen Zylindern konnte

innerhalb von 60 Tagen bis zu 15 % Goserelin betragen.
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H Anhang

H.l Eingesetzte Gerate

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Die DSC-Messungen wurden an einem Gerédt der Firma Netzsch unter Luft in Aluminium-
tiegeln mit der Heizrate 10 K min™ durchgefithrt (DSC 204 DSC-Zelle, TASC 414/3 A
Heizungskontroller, CC 200 L Kiihlungskontroller, CC 200 Stickstoff-Versorgungssystem). Die
Aluminiumtiegel wurden mit Aluminiumdeckeln mit Hilfe einer Handpresse geschlossen. Die

Aluminiumdeckel wurden vor dem Schlielen einmal durchgestochen.

Extrusion und uniaxiales Pressen

Die Extrusionsversuche bei der Firma Novosis (Miesbach) wurden mit Hilfe des computer-
gesteuerten Extruders Rheoflixer” durchgefiihrt. Vor der Extrusion wurde jede Mischung in der
Pressform ca. 10 min per Hand vorgepresst. Nach dem Einbau der Pressform in den Extruder
wurde ca. 20 Minuten gewartet, bis sich die Temperatur im ganzen System konstant eingestellt
hatte.

Die Extrusion und das uniaxiales Pressen an der Universitdt Duisburg-Essen erfolgten in
selbstgebauten Pressformen mit Hilfe einer hydraulischen Presse der Firma Paul-Otto Weber
Maschinen-Apparatebau GmbH PW 10 H (maximale Kraft 132,72 kN). Die Pressplatten wurden
mit dem Thermostat Typ TG2E/PT100 derselben Firma gekoppelt. Vor jeder Extrusion wurde
der zu extrudierende Stoff in der hydraulischen Presse ca. 30 Minuten bei ca. 5 kN vorgepresst

und dabei temperiert.
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Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Es wurde eine HPLC-Anlage der Firma Shimadsu in der Firma Novosis (Miesbach) benutzt
(UV-Detektor SPD10 AVP bei der Wellenldnge 220 nm, Ofen CTO10 AVP, Sampler SILHTA,
Pumpe LC10 ADVP, Degasys DGU 14A). Die Goserelin-Bestimmungen wurden mit einer
Scheidesdule Jupiter C18 50x2 mm, Pufferlosung A : 1 % (v/v) CF3COOH in H,O, Pufferlosung
B : 1 % (v/v) CF;COOH, 50 % (v/v) CH3;CN in H,O, Eluent : 50 % A, 50 % B, ohne Gradient

durchgefiihrt.

Infrarotspektroskopie (IR)

Fir alle IR-Messungen wurden die zu untersuchenden Proben mit ausreichender Menge
Kaliumbromid verrieben und mit einer hydraulischen Presse der Firma Perkin-Elmer bei 100 kN
5 Minuten in Presslinge (Durchmesser 13 mm) gepresst. Es wurde ein IR-Spektrometer FTS

175C der Firma BIO-RAD benutzt.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)
Alle "H-NMR-Messungen wurden in NMR-Réhrchen (Durchmesser 5 mm) mit Hilfe eines

NMR-Spektrometers Bruker DPX 300 (300 MHz) durchgefiihrt.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Rasterelektronenmikroskopie wurde am Gerdt LEO Gemini 1530 mit gold-bedampften Proben

durchgefiihrt.

Thermogravimetrie (TG)
Die TG-DTA-IR-Messungen erfolgten in Al,Os;-Tiegel mit einer computergesteuerten

Thermowaage Netzsch STA 409PC, die mit einem IR-Spektrometer Bruker Vertex 70 gekoppelt
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war (Heizrate 5 K min™', unter Stickstoff-Atmosphire).

Ultraviolettspektroskopie (UV)

Fir UV-Messungen wurde ein Gerdt UV-Visible Spectrometer Cary 1 Bio benutzt. Die

Messungen wurden in Kiivetten aus Quarzglas Suprasil® (optischer Weg 1

Durchlissigkeitsbereich 200-2500 nm) durchgefiihrt.

Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD)

Die Pulverdiffraktometrie erfolgte an einem Diffraktometer Bruker D8 Advance (Cu-K-

Strahlung mit Wellenlinge 1,54178 A, Ni-Filter, Gobel-Spiegel, ortsempfindlicher Detektor,

Flachproben auf Si 711-Trager).

H.I1 Sicherheit und Entsorgung

Verbindung Gefahrensymbole R- und S-Sitze Entsorgungs-
schliissel
Aceton R: 11-36-66-67 1
S: 9-16-26
Chloressigsdure R: 25-38-50 4
Natriumsalz S: 22-37-45-61
Chloroform R: 22-38-40-48/20/22 2
S:36/37
Chloroform-d' R: 22-38-40-48/20/22 2

Gesundheits-
schadlich

S:36/37
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Verbindung Gefahrensymbole R- und S-Sitze Entsorgungs-
schliissel
(R,S)-2-Chlorpropionsdure R: 22-35 3
S: 23-26-28-36-45
(R,S)-2-Chlorpropionsdure R:52/53 3
Natriumsalz . S: 61
Deuteriumoxid - - -
di-Natriumhydrogen- - - 5
phosphat-Heptahydrat
Ethanol R: 11 -
S:7-16
Goserelinacetat R: 20/22 1
S:22-36/37
1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2- R: 20/22-34 2
propanol S:26-36/37/39-45
Kaliumbromid - 5
Methanol R: 11-23/24/25- 1
39/23/24/25
S: 7-16-36/37-45
Natriumchlorid - - -
Natriumdihydrogen- - - 5
phosphat-Monohydrat
Natriumhydroxid R: 35 5

S: 26-36/37/39-45

PGA, PLGA, PLLA,
PDLLA

Phenylalanin
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R-Satze
R 11 Leichtentziindlich
R 22 Gesundheitsschédlich beim Verschlucken
R 25 Giftig beim Verschlucken
R 34 Verursacht Verdtzungen
R 35 Verursacht schwere Verdtzungen
R 36 Reizt die Augen
R 38 Reizt die Haut
R 40 Irreversibler Schaden moglich
R 50 Sehr giftig fiir Wasserorganismen
R 66 Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut flihren
R 67 Dampfe konnen Schléfrigkeit und Benommenbheit verursachen
R 20/22 Gesundheitsschidlich beim Einatmen und Verschlucken
R 23/24/25 Giftig beim Einatmen, Verschlucken und bei Beriihrung mit der Haut
R 39/23/24/25 | Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Beriihrung
mit der Haut und durch Verschlucken
R 48/20/22 Gesundheitsschédlich: Gefahr ernster Gesundheitsschidden bei langerer
Exposition durch Einatmen, Beriihrung mit der Haut und durch
Verschlucken
R 52/53 Schidlich fiir Wasserorganismen, kann in Gewissern langerfristig
schédliche Wirkungen haben
S-Séatze
S7 Behilter dicht geschlossen halten
S9 Behilter an einem gut geliifteten Ort aufbewahren
S16 Von Ziindquellen fernhalten - Nicht rauchen
S 22 Staub nicht einatmen
S 23 Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen (geeignete Bezeichnung(en) vom
Hersteller anzugeben)
S 26 Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen und
Arzt konsultieren
S 28 Bei Beriihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel ... (vom Hersteller
anzugeben)
S 36 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen
S 37 Geeignete Schutzhandschuhe tragen
S 45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn moglich, dieses
Etikett vorzeigen)
Se6l Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen
einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen
S 36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen
S 36/37/39 | Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen
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Definition der Abfallkategorien

Halogenfreie organische Losungsmittel und Losungen organischer Stoffe

Halogenhaltige organische Losungsmittel und Lésungen organischer Stoffe, die
Halogene enthalten

Feste organische Laborchemikalien-Riickstinde

Salzlosungen; ein pH-Wert von 6 - 8 ist einzustellen

Giftige anorganische Riickstdnde sowie Schwermetall-Salze und ihre Losungen

gsllesliwii@!

Giftige entziindliche Verbindungen

Entsorgungsschlissel

1

Stark verschmutzte, auBlerhalb der Retrologistikspezifikation liegende organische
halogenfreie Losungsmittel und Losungen organischer Stoffe: Kategorie A.

2

Organische halogenhaltige Losungsmittel und organischer halogenhaltiger Stoffe
nimmt neben Entsorgungsunternehmen auch der Vertreiber gemdl HKW-Abfall
Verordnung zuriick und recycelt sie im Lohnauftrag. Allerdings miissen die
halogenhaltigen Losungsmittel bei der Sammlung getrennt gehalten werden und die
Spezifikation erfiillen. Stark verunreinigte oder vermischte halogenhaltige
Losemittel, die auBerhalb der Riicknahmebedingungen liegen: Kategorie B.
Achtung: keine Behilter aus Aluminium und bei wasserhaltigen chlorierten
Abfillen! Auch keine Behilter aus Edelstahl verwenden (Gefahr von
Undichtigkeiten durch Korrosion)!

Wissrige Losungen organischer Sdauren  konnen  vorsichtig — mit
Natriumhydrogencarbonat oder Natriumhydroxid neutralisiert werden. Vor Abfiillen
in Kategorie D den pH-Wert mit pH-Universal-Indikatorstdbchen kontrollieren.
Aromatische Carbonsduren konnen mit verdiinnter Salzsdure ausgefdllt und
abgesaugt werden. Niederschlag: Kategorie C; Filtrat: Kategorie D.

Cancerogene und als "sehr giftig" bzw. "giftig" gekennzeichnete brennbare
Verbindungen (auBler Losemitteln): Kategorie F. Alkylsulfate sind cancerogen:
Einatmen und jeglichen Hautkontakt unbedingt vermeiden. Sie konnen zur
Desaktivierung aus einem Tropftrichter unter starkem Riihren in eine konzentrierte,
eisgekiihlte Ammoniak-Losung getropft werden. Vor Abfiillen in Kategorie D den
pH-Wert mit pH-Universal-Indikatorstdbchen kontrollieren.

Neutrale Losungen anorganischer Salze: Kategorie D. Vor dem Abfiillen den pH-
Wert mit pH-Universal-Indikatorstdbchen kontrollieren.
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H.I111 Verwendete Abklrzungen (in alphabetischer Reihenfolge)

BSA Bovine Serum Albumin PEG Polyethylenglycol

DTA Differenz-Thermoanalyse PGA Polyglycolid

DSC Differential Scanning Calorimetry | Phe L-Phenylalanin

GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon | PDLLA | Poly(D,L-lactid)

HFIP 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol | PLA Polylactid

HPLC High Performance Liquid PLGA Poly(lactid-co-glycolid)
Chromatography

HSA Human Serum Albumin PLLA Poly(L-lactid)

IR Infrarot REM Rasterelektronenmikroskopie

LHRH Luteinizing Hormon-Releasing TG Thermogravimetrie
Hormon

N, kN Newton, Kilonewton THF Tetrahydrofuran

NMR Nuclear Magnetic Resonance uv Ultraviolett

Pa, MPa | Pascal, Megapascal XRD X-Ray Diffraction

PCL Poly(e-caprolacton)
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H.V Lebenslauf

Geburtsort
Geburtsdatum
Familienstand

Staatsangehorigkeit

Schulbildung

1986-1994

1994-1996

Hochschulausbildung

1996-2001

1997-1999

01.10.2000-01.06.2001

05.03.2002

Magadan, ehemalige UdSSR
02.11.1979
ledig

Russische Foderation

Grundschule, Siedlung Nachabino, Moskauer Gebiet

Mittelschule, Stadt Krasnogorsk, Moskauer Gebiet

Studium an der Moskauer Lomonosov Staatsuniversitit, Fakultét
fiir Chemie

Jahresarbeiten: Anorganische Chemie (1997), Analytische Chemie
(1998), Organische Chemie (1999), Physikalische Chemie (1999)
Diplomarbeit am Institut der bioorganischen Chemie, Russische
Akademie der Wissenschaften, Betreuung von Dr. M. Turchinskiy.
Thema: ,,Synthese von 2°-Desoxy-5-(3-nikotiamidopropen-1-il)-
uridin-5"-triphosphat als Substrat bei der Amplifikation einer
kombinatorischen Bibliothek*

Beginn der Dissertation im Arbeitskreis Prof. Dr. Matthias Epple.
Thema: ,Wirkstofffreisetzung aus pordsen biodegradierbaren

Polyestern Polyglycolid (PGA) und Poly-D,L-lactid (PDLLA)*.
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