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I Kurze Ubersicht

1. Aufgabenstellung
Natlrlich  vorkommende Biopolymere kénnen einen hohen Grad an
Verunreinigungen aufweisen oder unerwlnschte Beimengungen enthalten, die eine
medizinische Anwendung nur nach einer griindlichen Aufreinigung erméglichen. Das
gilt sowohl flr Materialien tierischer als auch pflanzlicher Herkunft. aap befasst sich
mit der Entwicklung von Biomaterialien, die als Medizinprodukte zugelassen werden
und ihren Einsatz in Orthopadie und Traumatologie sowie Wirbelsdulenchirurgie
finden. In diese Entwicklungen fallen auch Kollagen und Alginate.
Fir die Kollagenherstellung dient uns Dermis porciner Herkunft als
Ausgangsmaterial, aus dem nicht nur das Kollagen gewonnen wird, sondern das
auch einem Herstellungsschritt unterworfen werden muss, um den erheblichen
Fettanteil in diesem Gewebe zu reduzieren.
Alginate bestehen aus einem variablen Gemisch aus Guluron-(G) und Manuronsaure
(M), sie kommen als niedrig- und hochmolekulare Verbindungen vor, durch
Vernetzen mit z. B. Calcium kann die Viskositat von flissig bis Gelatine-artig
eingestellt werden. Alginate werden vorwiegend aus Braunalgen gewonnen und in
verschiedenen Prozessschritten von den natlrlich vorkommenden Verunreinigungen
befreit. Besonders wichtig ist die weitestgehende Entfernung der Ublicherweise in
dem natilrlich vorkommenden Rohstoff vorhandenen Pyrogene.
Ein kostenglinstiges Aufreinigungsverfahren, das zu hochreinen Alginaten flhrte,
wurde bei unserem Projektpartner in den Niederlanden entwickelt. Das Verfahren
wurde anschlieBend mit verschiedenen Alginaten, die sich in ihren
Molekulargewichten, dem Verhaltnis von Guluron- zu Manuronsdure, und in der
Viskositat unterschieden, Uberprift. Dabei konnte der Endotoxingehalt auf Werte
reduziert werden, die um ein Vielfaches unter den Ausgangswerten lagen.

Die Aufgabe von aap Biomaterials war es, mit den gereinigten Alginaten Wirkstoffe
zu verkapseln und diese in unterschiedliche Tragermaterialien flr die lokale Therapie
einzuarbeiten sowie in einem anderen Biopolymer ,Kollagen“, den Fettgehalt zu
reduzieren. Im Weiteren wird ausschlieBlich auf die Arbeiten Bezug genommen, die
sich mit der Verkapselung von Wirkstoffen, der angestrebten protrahierten
Freisetzung aus den ausgewahlten Tragermaterialien und den Untersuchungen zur
Sterilisation und Biokompatibilitdt sowie der Fettreduktion im Kollagen befassen. Die
im Rahmen der zweijahrigen Projektlaufzeit durchgefihrten Arbeiten bilden die
Grundlage fir die Entwicklung zulassungsfahiger Medizinprodukte, die zur
Ausweitung und Vervollstandigung der Produktpalette bei aap Biomaterials fuhren.
Die durchgeflihrten Untersuchungen bestatigten die Realisierbarkeit der
Entwicklungsziele.

2. Planung und Ablauf des Auftrags
Die Aufgaben gliederten sich in 5 Arbeitspakete

Arbeitspaket 1:

- Auswahl geeigneter Wirkstoffe und deren Verkapselung

- Untersuchung zur Stabilitat der Verkapselung in Gegenwart von physiologischen
Salzlésungen
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- Erarbeitung von Nachweismethoden fir die Wirkstoffe

Arbeitspaket 2:
- Aufreinigung von porcinem Kollagen
- Kombinationsméglichkeiten von Kollagen und mit Alginat verkapseltem Wirkstoff

Arbeitspaket 3:

- Auswahl geeigneter Alginattypen, die sich in molekularer Zusammensetzung und
dem Vernetzungsgrad unterscheiden

- Freisetzungsversuche in Abhangigkeit von Konzentration, Elutionsvolumina und
Eliminiationshalbwertzeit

Arbeitspaket 4:

- Herstellung von Tragermaterialien auf der Basis von Kollagen und anderen
Biopolymeren und die Einarbeitung von verkapselten Wirkstoffen

- Charakterisierung der Wirkstoff-beladenen Tragermaterialien

- Freisetzungskinetik

Arbeitspaket 5:

- Sterilisierbarkeit von Alginat verkapselten Wirkstoffen und deren Haltbarkeit
- Sterilisierbarkeit der Tragermaterialien mit den eingearbeiteten Wirkstoffen
- Untersuchungen zur Biokompatibilitat

Vier Meilensteine waren wahrend der Entwicklungsdurchfiihrung vorgesehen:

1. Meilenstein:

- Entwicklung von Verkapselungstechniken flr Antibiotika, Antiphlogistika und ggf.
Schmerzmitteln

- partiell auch in Kombination mit gereinigtem Kollagen

2. Meilenstein:

- Herstellung von implantierbaren Tragermaterialien mit verkapseltem Gentamicin,
die auch in Gegenwart von physiologischen Lésungen stabil bleiben und die eine
protrahierte Freisetzung von Gentamicin aufweisen.

3. Meilenstein:

- Herstellung von implantierbaren Materialien mit verkapselten Antiphlogistika, die
stabil sind und eine protrahierte Freisetzung zeigen.

- Charakterisierung der Freisetzungseigenschaften in Abh&ngigkeit von
Einflussfaktoren.

4. Meilenstein:
- Nachweis der Sterilisierbarkeit, der mit verkapselten, Wirkstoff-beladenen
Tragermaterialien und orientierende Untersuchungen zur Biokompatibilitat.

3. Erzielte Ergebnisse

3.1 Verkapselung von Wirkstoffen
FUr die Verkapselung von Wirkstoffen wurden zwei Modellsubstanzen ausgewéahilt.
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a) Antibiotikum Gentamicin
b) Antiphlogistisch wirkendes Corticoid Dexamethason

Gentamicin hat sich in Verbindung mit einem geeigneten Tragermaterial als
wirksames Antibiotikum flr die Prophylaxe und Therapie von Knochen- und
Weichgewebeinfektionen erwiesen. Es ist relativ stabil gegeniber chemischen und
physikalischen Einflissen und kann einer EtO- und Strahlensterilisation unterzogen
werden.

Corticosteroide werden sowohl bei der Schmerz- und Entziindungstherapie im
Bereich der Wirbelsdule eingesetzt als auch bei subakuten und chronischen
Gelenkerkrankungen. Dexamethason wirkt in sehr niedrigen Konzentrationen. Mit der
lokalen Gabe kann die zu verabreichende Dosis erheblich reduziert werden. Dadurch
wird die Vertraglichkeit deutlich erhéht.

Als Tragermaterialien wurde fir Gentamicin ein Kollagenvlies ausgewahlt, das
gleichzeitig eine ha&mostatische Wirkung entfaltet und das als Medizinprodukt
zugelassen ist.

Als Tragermaterial fir Dexamethason wurde Alginat gewahlt, das als Antiadhasivum
wirkt und gleichzeitig als entzindungshemmender Wirkstoff, z. B. bei Radiculitis, in
der Wirbelsdulenchirurgie eingesetzt werden kann. Fir die Behandlung von
Entziindungen im Gelenkbereich bietet sich Hyaluronsaure als Tragermaterial an.

FOr beide Wirkstoffe wurden zunachst die Nachweismethoden mittels UPLC
erarbeitet und diese anhand von Freisetzungsuntersuchungen in Kombination mit
verschiedenen Medien auf ihre Eignung untersucht. Fir Gentamicin wurde zudem
der quantitative Nachweis der Einzelkomponenten erarbeitet. Diese Ergebnisse
werden in Verbindung mit den durchgefihrten Freisetzungsuntersuchungen und den
Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Sterilisationsverfahren dargestellt.

3.1.1 Verkapselung von Gentamicin

Uber die Einarbeitung von Gentamicin in Alginate berichtete Lannuccelli 1996. Er
stellte mit Gentamicin beladene und mit Kalzium gehértete Alginatkugeln mit einem
Durchmesser von 3 mm her, die einen Gentamicingehalt von etwa 5 % aufwiesen.
Die von Lanniccelli publizierte Methode sollte in zwei Richtungen abgewandelt
werden:

a) signifikante Erhéhung des Gentamicingehalts
b) deutliche Verringerung der PartikelgrdBe.

Im Rahmen der Entwicklung wurde ein Prozess erarbeitet und optimiert, mit dem es
moglich war, Partikel mit einer GréBe unter 1 mm herzustellen, die einen
Gentamicingehalt Gber 50 % enthielten.

Mit diesem ausgewahlten Prozess erfolgten alle weiteren Herstellungen.

Neun verschiedene Alginate mit unterschiedlicher Viskositat, unterschiedlichem
Guluron-Manuron-Verhaltnis und unterschiedlicher AusgangspartikelgroBe wurden
nach der ausgewahlten Rezeptur mit Gentamicin beladen, anschlieBend wurde das
Ergebnis beurteilt.

Drei der neun verschiedenen, kommerziell erhaltlichen Alginate waren schwieriger in
der Handhabung, da sie eine Tendenz zum Zusammenklumpen zeigten. Sie wurden
deshalb nicht in die weiteren Bewertungen einbezogen.
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Der ausgewahlte Beladungsprozess zeigte bei 9 ausgewahlten, kommerziell
erhaltlichen Alginaten ein gutes Beladungsergebnis, das zwischen 49 und 63 % lag.
Der Prozess war weitgehend unabhangig von der PartikelgréBe des
Ausgangsmaterials, der Viskositdit und dem Verhaltnis von Guluron- zu
Manuronsédure. Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass kommerziell erhaltliche Alginate fir die Beladung mit Gentamicin geeignet sind,
soweit sie den Reinheitsanforderungen entsprechen. Manche Alginate tendieren
allerdings zum Verklumpen und stellen wahrend der Herstellung hdhere
Anforderungen an den anschlieBenden Trocknungsprozess. Sie sollten daher von
vorne herein ausgeschlossen werden.

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der Gentamicinbeladung bei 9 verschiedenen,
kommerziell erhaltlichen Alginaten

Particle size volume

weighted gentamicin- Guluronic/mannuronic
Type alginate d0,1 d0,5 do,9 percentage Viscosity ratio
Keltone 37 65 136 wm 48,92 % low
PHG 155 11 17 52 um 61,20 % high
PHU 156 11 16 46 um 63,12 % high
PHI 155 13 18 61 wm 62,12 % high
Manugel DMB 11 16 43 wm 58,61 % medium 63% G
Manugel LBA 11 16 80 wm 59,49 %% low 63% G
Manucol DMF 13 18 57 wm 58,59 %% medium 39% G
Manucol LD 11 20 59 wm 57,04 % low 39% G
R03008 27 43 199  um 58,96 % low 66% G

Abbildung 1 zeigt den Anteil von Gentamicin im Alginat (%) in Abhangigkeit von der
Beladung des Ausgangsmaterials.

Gentamicin loading of product

75.00

70.00 ///
65.00

60.00 /
55.00

50.00 T ‘ ‘ ‘ ‘
40 50 60 70 80 90 100

Gentamicin/Alginate ratio in production (%)

Seite 5 von 14





