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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Definition der Parodontitis

Gingivitis und Parodontitis zahlen zu den haufigsten infektiosen
Erkrankungen weltweit. Um die Grofienordnung zu verdeutlichen: In den
Vereinigten Staaten von Amerika sind 46 % aller Erwachsenen uber 30
Jahren (entsprechend 64,7 Millionen Personen) von einer Parodontitis
betroffen[1], in Deutschland leidet nahezu jeder zweite (52 %) junge
Erwachsene im Alter von 35-44 Jahren an einer parodontalen Erkrankung.[2]
Schwere Verlaufsformen mit  Zahnfleischtaschen uber 6 mm
Sondierungstiefe (ST) zeigen hierbei eine Pravalenz von 10 % bis 15 %
weltweit.[3]

Aufgrund der mit dem demografischen Wandel einhergehenden Alterung der
westlichen Gesellschaften und zunehmender Evidenz fur Zusammenhange
zwischen Parodontitis und anderen systemischen Erkrankungen, wie
Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wird vielfach ein
steigender Therapiebedarf prognostiziert.[2], [4]-[6]

Parodontale Erkrankungen sind klinisch mit dem Vorhandensein bakterieller
Plaque sowie mit Entzindungen und dem Verlust parodontaler Stlitzgewebe
definiert.[7] Die Parodontitis wird hierbei als eine multifaktorielle chronisch-
entzundliche Erkrankung mit assoziierter dysbiotischer bakterieller Plaque
definiert. Sie geht mit einer fortschreitenden Destruktion des
Zahnhalteapparates einher und kann final in Zahnverlust resultieren.[8]
Parodontale Gesundheit beschreibt im Umkehrschluss die Abwesenheit von
klinisch erkennbarer Entzindung und gilt somit als Ziel der
Parodontitistherapie.[9]

In der Mundhohle kénnen beim gesunden Erwachsenen etwa 500-700
unterschiedliche Bakterienarten gefunden werden, von diesen sind bei
weitem nicht alle pathogen.[10], [11] Besonders das Auftreten gram-
negativer Bakterien und eine geringe Diversitat an Bakterienspezies sind mit

dem Vorhandensein einer Parodontitis und parodontalen Gewebeabbau
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korreliert.[11] Nach der Adhasion und Formation eines bakteriellen Biofilms
auf der Wourzeloberflache stimulieren die Bakterien eine entzindliche
Immunantwort und proteolytische Enzyme werden sezerniert. Ein Abbau von
parodontalen Stutzgeweben und der Bildung von Zahnfleischtaschen sind
die Folge.[12] Neuere Studien konnten zeigen, dass insbesondere eine
Dysbiose des bakteriellen Biofilms mit dem Fortschreiten der Parodontitis
korreliert.[11] Darlber hinaus spielt auch das Vorhandensein von
genetischen und life-style-Risikofaktoren eine Rolle bei der Auspragung des
Schweregrades der Parodontitis.[13]

1.2 Grundlagen der Therapie

Ziel derzeitiger Therapieformen ist eine langfristige Reduktion der
bakteriellen Besiedlung und der daraus resultierenden Entzundung. Hierfur
sind MaRBnahmen wie die Optimierung der Mundhygiene und die
mechanische Reinigung der Wurzeloberflachen verbreiteter Standard.
Zusatzlich konnen unterschiedliche chemische Substanzen wie Antibiotika
und Desinfektiva, sowie physikalische Methoden, beispielsweise der Einsatz
eines Lasers, den therapeutischen Effekt und das regenerative Potential
verstarken.[14] Die Therapie fortgeschrittener parodontaler Lasionen
(ST =26mm) erfordert haufig chirurgische Interventionen. Bei extremer
Schadigung kann schliel3lich auch eine Extraktion des betroffenen Zahnes

unumganglich sein.[15], [16]

Seit mehr als 45 Jahren finden Chlorhexidin (CHX) und dessen Derivate (-
digluconat und -diacetat) als Desinfektiva erfolgreich Einsatz in der (Zahn-)
Medizin. Gute Voraussetzungen fur die intraorale Anwendung ergeben sich
vor allem durch das breite Wirkspektrum, ein gunstiges Nebenwirkungsprofil
und die ausbleibende Triggerung bakterieller Resistenzen.[17]

Chlorhexidindigluconat gehort zu den am weitreichendsten untersuchten
Desinfektiva. Es zeigt in der Mundhohle eine effektive desinfizierende
Wirkung gegen gram-positive und negative Bakterien und wirkt zusatzlich
fungizid.[18] Die Verwendung in der Zahnmedizin reicht von der
prophylaktischen pra- und postoperativen Desinfektion bis hin zum
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therapeutischen Einsatz in der Parodontitistherapie. Hierfir sind
unterschiedliche Applikationsformen erhaltlich mit CHX-Konzentrationen von
0.05 % bis zu max. 20 %.[18]

1.3 Slow-Releasing-Devices
Fur eine langwirksame Medikation und Applikation eines Medikaments in der
Zahnfleischtasche wurden so genannte ,Slow-Releasing-Devices® (SRD)
oder auch ,Drug-Delivery-Devices® (DDD) entwickelt und Kklinisch
etabliert.[19]-[21] Hierbei unterscheidet man ,Suistained-Delivery-Devices*
(SDD), welche einen Wirkstoff innerhalb von 24 h abgeben, von ,Controlled-
Delivery-Devices” (CDD) mit einer Freisetzungsdauer von tUber 24 h.[22]
Wichtige Anforderungen an SRD sind:
1. Das Erreichen einer wirksamen Konzentration in der parodontalen
Tasche,
2. ein ausreichende Menge und Reservoirwirkung des Wirkstoffs, um die
wirksame  Konzentration Uber den gewidnschten Zeitraum
aufrechtzuerhalten sowie

3. eine einfache Applikation und gute Stabilitat in der Tasche.[22]

Der Entwicklung eines optimalen Tragersystems liegen folgende
Uberlegungen zugrunde:

SRD bestehen aus biodegradierbaren Materialien, welche einen
vernachlassigbaren Einfluss auf die Immunantwort haben.[22] In der Medizin
werden verschiedenste Materialien als Medikamententrager eingesetzt, z. B.
Milchsaurederivate (PLGA und PLA), Hyarulonsauren, Gelatine, Chitosane
oder Alginate. Diese Substanzen werden je nach Indikation und Wirkungsort
gemal ihrer speziellen Charakteristika eingesetzt.[23]-[25]

Fir die Parodontitistherapie ist eine mechanische Stabilitat der Tragerstoffe
in der Tasche notig. Greenstein et al. beschreiben hier einen Vorteil von
Praparaten, die sich ausdehnen, die Form der parodontalen Tasche
annehmen und in der Form uber einen Zeitraum stabil bleiben.[22]
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Dazu zahlen Alginate, natlurliche Polymere gewonnen aus Braunalgen.
Aufgrund ihrer gunstigen Biokompatibilitat, Biodegradierbarkeit, ungiftigen
Abbauprodukte und guten Verfugbarkeit finden sie bereits einen weiten
Einsatz in der Lebensmittelindustrie und in der Medizin.[25]-[27] Das
Spektrum reicht hier von dem Einsatz fur die Wundheilung[25], als Drug-
Delivery-System([25], [27]-[30], bis zur Zell- und Bakterien Verkapselung[31]—
[34] fur regenerative Therapien und zum Transport von Proteinen[25]. Haufig
werden sie mit weiteren biologisch degradierbaren Materialien und
Hydrogelen wie Chitosan und Hyaluronsaure kombiniert und funktionalisiert.
Die Wahl der Applikationsformen ist ebenfalls vielseitig,
anwendungsabhangig und reicht von Nanopartikeln Uber Mikropartikeln bis
zu Fasern und Membranen.[25], [29], [30], [35]-[37]

In der Zahnmedizin werden Alginate aufgrund ihrer Formstabilitat und eines
kostengunstigen Einsatzes seit Jahrzehnten zur Herstellung von
Abformungen verwendet. Jedoch finden sie auch vermehrt Einzug in den
Bereich der Medikamentenapplikation in der Mundhdhle, wie zum Beispiel
von Silva et al. beschrieben wird.[38] Gerade mit Mikropartikeln kdnnte eine
gute Verteilung, bei gleichzeitigem hohen Wirkstoffangebot, in der
Zahnfleischtasche gegeben sein.

Ein bereits weit untersuchtes CDD ist ein gelatinebasierter CHX-haltiger Chip
(Periochip), welcher in eine tiefe parodontale Tasche appliziert wird und Gber
sieben Tage CHX in vivo abgeben soll.[39] Die Grolle des Chips limitiert
jedoch den Einsatz fur schwere Formen der Parodontitis mit deutlich
erhohten Sondierungstiefen. Ein prophylaktischer Einsatz bei moderaten und
leichten Formen kann auf Grund kleiner Taschenformationen nicht
stattfinden. Daher wirde ein spritzbares, flissiges und sich verteilendes
Material bei weiteren Indikationen eher eingesetzt werden kénnen(vergleiche
Abb. 51). Spritzbare SRDs sind erhaltlich zur Applikation von Doxyzyklin
(Ligosan), Metronidazol (Elyzol), aber auch CHX (Chlosite).

Im Laufe der letzten Jahre gab es eine hohe Anzahl verschiedener SRD mit
hauptsachlich antibiotischen Wirkstoffen. Hier sind Tetrazyklin, Metronidazol,
Minozyklin und Doxyzyklin zu nennen.[20] Diskutiert wird jedoch die
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Wirksamkeit auf komplexe Biofilme, wie sie in einer tiefen Zahnfleischtasche
vorhanden sind.[40] Dies ist gerade bei lokal angewendeten Antibiotika als
kritisch zu betrachten, da somit eine erhohte Gefahr der Resistenzbildung
besteht.[41]

Die Freisetzungsdauer steht im Zusammenhang mit dem Wirkungseintritt
des pharmakologischen Effektes eines applizierten Medikaments. So wirkt
CHX beispielsweise direkt an den Zellwanden der Bakterien und somit
deutlich schneller als z.B. Tetrazykline, welche die Proteinsynthese

inhibieren. Hierfur bedarf es demnach einer langeren Wirkungsperiode.[22]

Klinisch erfolgreich eingesetzt werden dentale Drug-Delivery-Systeme haufig
in Kombination mit einer mechanischen Reinigung der Wurzeloberflachen.
Es werden hierbei mehr parodontale Strukturen regeneriert und
Sondierungstiefen verringert, als dies bei einer mechanischen Reinigung
allein geschieht.[21], [42] Ein prophylaktischer Nutzen der Applikation von
antibakteriellen Drug-Delivery-Systemen im Rahmen der unterstutzenden

Partodontitistherapie wurde von Tonetti et al. gezeigt.[43]

Bei der Behandlung von parodontalen Taschen muss Uberdies ein weiterer,
entscheidender Faktor berucksichtigt werden. Aus der Zahnfleischtasche
wird kontinuierlich die Sulkusflussigkeit sezerniert. Diese gilt als
Serumexsudat,  wirkt als  Schutzmechanismus  und beinhaltet
Abwehrmolekule und Zellen.[44] Die sogenannte Sulkusflussigkeits-Fliel3rate
(SFFR) nimmt mit steigender lokaler Entzindung zu und reduziert als
Nebeneffekt die Konzentration von lokal applizierten Medikamenten.[45] Die
Sulkusflussigkeit wird nach Goodson et al in einer 5mm tiefen
Zahnfleischtasche bis zu 40 mal pro h erneuert.[46]

1.4 Zielsetzung

Keine der existierenden Applikationsformen kann zum jetzigen Zeitpunkt alle
oben dargestellten Anforderungen erfullen. Daher ist die Entwicklung eines
einfach zu applizierenden biodegradierbaren Tragersystems, welches

10
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Medikamente — unabhangig von der Ausdehnung einer parodontalen Tasche
— Uber eine vorhersehbare Zeit und in einer ausreichenden Menge abgibt,
notwendig. Auf Grundlage dieser Arbeit sollte im Idealfall die Entwicklung
einer effektiven, nebenwirkungsarmen und leicht zu applizierenden
adjunktiven Parodontitistherapie, die sich klinisch optimal in bestehende
Ablaufe integrieren lasst, moglich sein.

Die Verwendung von alginatbasierten Mikropartikeln konnte hierbei die
beschriebenen Anforderungen erfullen. Sie sind biokompatibel und
biodegradierbar. Auflerdem zeigen sie eine gute Verteilung. Bei
ausreichender Menge an Tragermaterial sind wirksame Konzentrationen der
Medikamente realisierbar. Durch Vernetzung konnte die Stabilitat in der
Zahnfleischtasche erhoht werden und somit konnten die Freisetzungszeiten
verlangert werden.

Um dies zu erreichen, wurde im Rahmen dieser Arbeit das
Freisetzungsverhalten von CHX aus alginatbasierten Mikropartikeln
hinsichtlich einer Eignung als Drug-Delivery-System im Rahmen der
Parodontitistherapie untersucht.

11
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2 Material und Methoden

In diesem Teil werden die Reagenzien und die Untersuchungsmethoden
erlautert. Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Herstellungssysteme

werden im Ergebnisteil ausfuhrlich erortert.
2.1 Materialienuberblick

2.1.1 Chlorhexidin

Chlorhexidin ist ein vielseitig eingesetztes Desinfektivum. Es handelt sich
hierbei um ein spiegelsymmetrisches Molekul mit zwei Benzolringen,
welches in wassriger Losung zweifach positiv geladen ist. Chlorhexidin selbst
ist schlecht wasserloslich, die handelsiblich verwendeten Formen
Chlorhexidindigluconat und Chlorhexidindiacetat zeigen allerdings eine gute

Wasserloslichkeit.

Cl
NH NH
\/\\/\’/\\N N

D/TY N N D
o NH  NH

Abbildung 1: Strukturformel von Chlorhexidin

Chlorhexidin weist eine bakteriostatische und in hoheren Dosen — durch die
Zerstorung der Zellmembranen — eine bakterizide Wirkung auf.[18] Die
desinfizierende Wirkung erstreckt sich auch auf Pilz- und Virusinfektionen.
Uber die positive Ladung haftet Chlorhexidin langfristig auf den negativ
geladenen Oberflachen von Zahnen und Schleimhauten. Diese sogenannte
Substantitivtat bedingt eine verlangerte Wirkdauer in der Mundhohle im
Vergleich zu anderen Praparaten.[18], [47] Eine Inaktivierung ist in
Gegenwart von anionischen Molekulen zu beobachten. Eine Metabolisierung
im  Gastrointestinal-Trakt erfolgt nicht und wird vollstandig wieder

ausgeschieden.

2.1.2 Alginat
Alginate sind die Salze der Alginsauren, -D-Mannuronat und L-Gulloronat,
welche uber B-1,4 bzw. a-1,4-glycosidisch verbunden sind. In der Natur

12
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werden sie von Braunalgen produziert und in diesen als Strukturbildner der
Zellwande vorgefunden. Zahlreiche Anwendungen finden Alginate in der
Lebensmittel-, sowie der Pharma-, und Kosmetikindustrie. Die am haufigsten
verwendeten Alginate sind derzeitig Natrium- (E 401), Calcium- (E 404),
Kalium- (E 402), Ammonium- (E 403), und Propylenglycolalginat (PGA,
E 405).

H

e
ooc. 9,
HO

H H

Abbildung 2: Strukturformel von Mannuronat

H OH

H OH

OH H

Abbildung 3: Strukturformel von Guloronat

Die Polymerketten setzen sich aus verschiedenen Blocken und Sequenzen
der Mannuron- (M) und Gulloronsduren (G) zusammen. Mdgliche
Kombinationen sind hierbei MM-, GG-, GM- und MG-Blocke, welche je nach
Braunalgenart unterschiedlich sind.

Natriumalginat, aus der Gruppe der Alkalialginate, ist wasserloslich und
bildet in Gegenwart von Wasser eine Sole. Diese Eigenschaft findet
Verwendung als Emulsions- und Suspensionsstabilisator.

Die Anwesenheit von multivalenten lonen wie Ca**, Fe** oder Ba** initiiert
die Neuanordnung der Polyguloronatsequenzen und fuhrt somit zu einer
Verfestigung der Sole und somit zu der Ausbildung von Gelen.

13
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A

Sodium alginate sol + Caz* Calcium alginate gel

Abbildung 4: Alginat-Abbindereaktion [48]

Eine einfache und haufig angewendete Methode kugelformige Partikel
herzustellen, ist die externe Gelbildung. Wird wie bei der Eintropftechnik eine
Alginatlésung uber eine Kanule in eine CaCl-Losung getropft, beginnt bei
Kontakt des Alginats mit der CaCl,-Losung die Abbindereaktion des Alginats.
Es bildet sich eine ionenpermeable Membran an der Oberflache aus
Calciumalginat. Der noch flussige Kern aus Natriumalginat verfestigt sich
fortlaufend durch Diffusion der Ca®*-lonen zu einer vollstindigen Matrix aus
Calciumalginat.

Stoffe, die sich in der Alginatlosung befinden, werden somit in der Kapsel
eingeschlossen und immobilisiert, wie z.B. Chemikalien, Medikamente,
Bakterien oder Zellen.

2.1.3 Polymilchsaure

Als Alternative zu dem Alginat sollte ein weiteres biodegradierbares Material
getestet werden. Hierfur wurden von der Firma Micromod GmbH
(Warnemiinde, Deutschland) Polymilchsaure (PLGA) basierte Partikel der
GroRe 50 ym erworben und fur die Testung verwendet. Diese Partikel

wurden in einem Emulsionsverfahren hergestellt.

2.1.4 Referenzmaterialien
Als weitere Referenzmaterialen wurden zwei klinisch eingesetzte, CHX-
freisetzende Produkte kauflich erworben und verwendet.

14
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Bei dem Periochip (Dexcel-Pharma, Alzenau, Deutschland) handelt es sich
um ein biodegradierbares Slow-Releasing-Device, basierend auf Gelatine,
mit einer Grolde von 5 mm x 4 mm x 0.35 mm und einem Gewicht von 7 mg.
Uber einen Zeitraum von bis zu sieben Tagen soll dieser Chip bis zu 2.5 mg
CHX (33 % Gewichtsanteil) freisetzen. Der Gelatinechip wird in der
klinischen Anwendung in eine parodontale Zahnfleischtasche appliziert.[39]
Das zweite Referenzprodukt Chlosite (Ghimas, Casaleccio di Reno, ltalien)
ist ein 0.5 %-Chlorhexidindigluconat und 1.0 %-dihydrochlorit-haltiges
Xanthan-Gel. Der klinische Einsatz erfolgt ebenfalls im Rahmen der
Parodontitistherapie und wird in die parodontale Tasche appliziert und soll
laut Hersteller Uber einen Zeitraum von bis zu 3 Wochen CHX freisetzen.

2.2 Partikelherstellung

2.2.1 Versuch |: Externe Gelation / Eintropftechink
Materialien:

- Natriumalginat Lésungen (1 %, 2 %, 3 %, 4 %) fur mindestens 24 h
unter standigem Rihren in H,O (aqua dest) geldst. (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deutschland)

- 2%ige CaCly-Lésung (200 ml) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland)

- Magnetruhrer (VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland)

- Becherglas 500 ml

- Einwegspritze 20ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland)

- Kanulen mit 0.2 mm, 0,4 mm und 0,8 mm Innendurchmesser (B.

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Durchflhrung:

Bei der Eintropftechnik werden Uber eine dinne Kanule einzelne flussige
Natriumalginattropfen in eine 2%ige Calciumchloridlésung eingetropft. Dies
geschieht unter stetigem Ruhren. In der CaCl,-Losung findet ein Austausch
von Natrium- und Calciumionen statt, welches zur Verfestigung der
Alginatketten und somit der Partikel fuhrt. Um ein vollstandiges Durchharten

zu erreichen, werden die Partikel fir 20 min in der L6sung belassen.
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Es wurden verschieden konzentrierte Alginatiésungen (1 %, 2 %, 3 %, 4 %)
und unterschiedlich dicke Kanulen verwendet, um den Einfluss auf GroRe

und Form der Partikel zu untersuchen.

Abbildung 5: Darstellung Eintropftechnik

Die oben beschriebene Methode dient zur Herstellung von Alginatpartikeln
mit einem Durchmesser von ca. 2 mm. Partikel mit einem Durchmesser von
2 mm sind fur den Einsatz als Delivery-System auf Grund der Grof3e in
einem parodontalen Defekt nicht geeignet. Daher musste das Verfahren so
modifiziert und weiterentwickelt werden, dass moglichst kleine Partikel
hergestellt werden konnen.

Eine Verkleinerung der Tropfengro3e war daher erforderlich. Einfachste
Versuche wie Verkleinerung der Kanulendurchmesser zeigten auf Grund der
Oberflachenspannung keine erfolgreiche Verkleinerung der Partikel. Eine
mechanische Verkleinerung fuhrte zu unregelmafdig und irregular geformten
Partikeln. Daher wurde dieses Verfahren fur die weiteren Versuche
vernachlassigt und eine alternative Herstellungsform getestet.

2.2.2 Versuch Il: Entwicklung des Ultraschallverfahrens

2.2.2.1 Ultraschall:

Ultraschall wird schon seit langerer Zeit verwendet, um FlUussigkeiten zu
zerstauben.[49] Der Effekt der Ultraschallzerstaubung wird in verschiedenen
Verfahren industriell genutzt und stellt eine Moglichkeit zur Herstellung von
TropfengrofRen im Mikrometerbereich dar.[50]
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In der Zahnmedizin werden sowohl magnetostriktive, als auch piezo-
elektrische Ultraschallaufsatze eingesetzt. Die Einsatzbereiche reichen von
der Zahnsteinentfernung bis zur Kavitatenpraparation im Schmelz. Bei der
Benutzung wird Wasser zur Kihlung beigefugt. Durch die
Schwingungsenergie  entstent ein  feiner  Spruhnebel an dem
Ultraschallaufsatz.

Dieser Effekt sollte genutzt werden, um kostengunstig Alginatpartikel im
Mikrometerbereich herzustellen.

In ersten Vorversuchen zeigte sich ein Zerstauben der viskdsen
Alginatldsungen mit einer Konzentration bis zu 3 % bei der Verwendung
eines E.M.S.—Ultraschallaufsatzes (Electro Medical Systems S.A., Schweiz)
zur Zahnsteinentfernung. Mittels einer Kanlle wurde das Alginat auf die

Ultraschallspitze appliziert und vernebelt.

2.2.2.2 Materialien:

- Ultraschallgerat E.M.S. mit Prophylaxe Handstlck (Electro Medical
Systems S.A., Schweiz)

- Magnetruhrer (VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland)

- Becherglaser 500 ml

- Schlauchpumpe mit Schlauch (3 mm Innendurchmesser)(B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

- Kanile mit Durchmesser von 0,4 mm (B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland)

2.2.2.3 Reagenzien:
- Natriumalginat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)
- HO
- CaCl; (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)

2.2.2.4 Versuchsdurchfihrung

Es wurde ein Prophylaxe-Ultraschallgerat der Firma E.M.S. mit einem
einfachen Prophylaxeaufsatz zur Entfernung von Zahnstein verwendet. Das
Ultraschallgerat wurde im Dry-Modus betrieben und auf maximale Leistung
eingestellt (Herstellerangabe: Maximale Ausgangsleistung 8 W und
Frequenz 32 kHz).
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Zur Herstellung der Alginatlosungen wurde je nach gewunschter
Konzentration Natriumalginat in H,O (iber Nacht geldst (min. 12 h). Uber eine
Schlauchpumpe wurde die Alginatlosung langsam uber eine Kanule mit
einem Innendurchmesser von 0.4 mm (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) an die Spitze des aktivierten Ultraschallaufsatzes gefuhrt. Der
dort entstandene Spriuhnebel fiel in eine 2%ige CaClz-Lésung, welche mittels
magnetischem Ruhrstab (300 rpm) gerlhrt wurde. Der Abstand des
Aufsatzes zur Oberflache der CaCl, Lésung betrug 3 cm. Die Tropfen
begannen bei Eintritt in die CaCl,-LOsung die Polymerisation durch
Austausch der Na- durch Ca-lonen (siehe 1.1.4.). Die Partikel wurden fir
weitere 20 min in der CaCl, Losung belassen und weiter geruhrt, um ein
vollstandiges Durchharten der Partikel zu erreichen. Danach wurden die
Partikel zweifach mit Aqua dest. gewaschen und mittels Zentrifugation
(2000 rpm fir 3 min) von der flussigen Phase getrennt. Die Lagerung erfolgte
in Aqua dest.

_ Jmmm———mw_
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[

Abbildung 6: Versuchsaufbau zur Herstellung von Alginatpartikeln mittels Ultraschall-Methodik

Die moglichen Einflisse veranderbarer Faktoren wie Intensitatseinstellung,
Viskositat der Alginatlosung, die Konzentration der CaCl,-Losung und die
Ruhrgeschwindigkeit des Magnetruhrers wurden untersucht. Hierzu wurden
mit den jeweils folgenden Variablen und dem oben beschriebenen Prozedere
Alginatpartikel hergestellt.
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2.2.2.5 Intensitatseinstellung

Der Einfluss der Intensitatseinstellung (Herstellerangabe: Maximale
Ausgangsleistung 8 W und Frequenz 32 kHz ) des Ultraschallgerates auf die
entstehenden Partikel sollte hierbei untersucht werden. Drei unterschiedliche
Intensitatsstufen (10 %, 50 % und 100 %) wurden gewahlt

Probe Intensitat | Konzentration | CaCl;- Riihrgeschwindigkeit
Alginat Konzentration

1 10 % 2% 2% 300 rpm

2 50 % 2% 2% 300 rpm

3 100 % 2% 2% 300 rpm

Tabelle 1: Definition der Proben und Parameter zur Untersuchung des Einflusses der

Intensitatseinstellung

2.2.2.6 Ruhrgeschwindigkeit der CaCly-Losung
Drei unterschiedliche Ruhrgeschwindigkeiten wurden neben den

festgelegten Bedingungen gewahlt.

Probe Intensitat | Konzentration | CaCl;- Riihrgeschwindigkeit
Alginat Konzentration

1 100 % 2% 2% 100rpm

2 100 % 2% 2% 300 rpm

3 100 % 2% 2% 600 rpm

Tabelle 2: Definition der Proben und Parameter zur Untersuchung des Einflusses der

Riihrgeschwindigkeit
2.2.2.7 Viskositaten der Alginatldsung
Finf unterschiedliche konzentrierte Alginatlésungen, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %,

4 %, wurden bei maximaler Intensitatseinstellung des Ultraschallgerates

verwendet, um Partikel herzustellen.
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Probe Intensitat | Konzentration | CaCl;- Riihrgeschwindigkeit
Alginat Konzentration

1 100 % 0,5 % 2% 300 rpm

2 100 % 1% 2% 300 rpm

3 100 % 2% 2% 300 rpm

4 100 % 3% 2% 300 rpm

5 100% 4 % 2% 300 rpm

Tabelle 3: Definition der Proben und Parameter zur Untersuchung des Einflusses

unterschiedlicher Viskositdten

2.2.2.8 Konzentration der CaCl,-Losung
Die moglichen Einflisse unterschiedlicher CaCl,-Konzentrationen sollten

untersucht werden.

Probe Intensitat | Konzentration | CaCl;- Riihrgeschwindigkeit
Alginat Konzentration

1 100 % 2% 1% 300 rpm

2 100 % 2% 2% 300 rpm

3 100 % 2% 3% 300 rpm

Tabelle 4: Definition der Proben und Parameter zur Untersuchung des Einflusses

unterschiedlich konzentrierter CaCl;-L6sungen

2.2.2.9 Partikelanalyse:

AnschlieRend wurden alle Mikrokapseln mittels eines Durchlichtmikroskops
(MIRAX MIDI, Carl Zeiss, Jena, Germany) mit einer 10- und 20-fachen
VergroRerung untersucht und auf Bildern digital festgehalten. Mit Hilfe der
Bildverarbeitungssoftware (AxioVision Carl Zeiss, Jena, Germany) wurden
die Partikel vermessen und analysiert. Sie wurden hierbei auf Grofe,
Homogenitat und Form untersucht. Pro Probe wurden 100 Mikrokapseln von
mindestens 10 Einzelbildern ausgewertet.

Die GroRe wurde zur Auswertung in drei Stufen eingeteilt:
) <30 pym
I 30-70 pm
1)  >70 um
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Die Form wurde eingeteilt nach:
) rund
I tropfenformig
1) undefinierbar
Die Homogenitat wurde in zwei Klassen eingeteilt:
) homogen
) inhomogen

2.2.3 Versuch llI: Interne Gelation / Emulsionsverfahren

Bei der Herstellung der Alginatpartikel mittels Ultraschall, zeigte sich ein
Grollenspektrum von 30-150 um. Da jedoch auch groRere Partikel
untersucht werden sollten, wurde ein weiteres Verfahren bendtigt. Bei dem
alternativ verwendeten Verfahren handelt es sich um ein modifiziertes
Verfahren der internen und externen Gelbildung nach Poncelet.[51] Bei dem
Verfahren der internen Gelation wird zu dem Alginat schwerlGsliches
Calciumcarbonat hinzugegeben. Uber die spatere Zugabe von Eisessig
werden dann die Calciumionen freigesetzt, welche die Gelbildung im Inneren
der Alginattropfen initiieren. Diese Methode eignet sich besonders, um
kugelformige Partikel in einem GroRenbereich von 100-800 pm
herzustellen.[51]

2.2.3.1 Materialien:
- Magnetruhrer (VWR international GmbH, Darmstadt, Deutschland)
- Becherglaser: 20 ml, 150 ml und 500 m|
- Gaze: Nylon 100 ym, Metall 200 ym, Metall 400 ym Maschenweite
(Micromod GmbH, Warnemuinde, Deutschland)

2.2.3.2 Reagenzien:

- Natriumalginat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland), mittels
H2O zu einer 2% und 3%igen Losung angesetzt und Uber 24 h bei
Raumtemperatur gelost

- Keimdl (Mazola, Peter Kdlln GmbH, Deutschland)

- Eisessig (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)

- Calciumcarbonatlésung (500 mM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland)
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- Calciumchloridlésung (50 mM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland)

- Tween 20 1% (Polysorbat) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland)

2.2.3.3 Partikelherstellung:

10 ml der Alginatlosung wurden mit 0,5 ml der Calciumcarbonatlosung
(500 mM) vermischt. Das Alginat-Calciumcarbonat-Gemisch wurde mit 50 ml
Ol in einem Becherglas (150 ml) mit einem Ruhrfisch fir 15 min bei 500 rpm
verriihrt. Daraufhin wurden 10 ml Ol mit 40 ul Eisessig vermengt und unter
weiterem Riihren der Emulsion hinzugefiigt. Es wurden nun Ca®*-lonen aus
dem schwerldslichen Calciumcarbonat freigesetzt, welche die Gelbildung des
Alginats von innen heraus initiieren. Nach funf Minuten wurde die Ol-Partikel-
Suspension unter leichtem Ruhren zu 75 ml Calciumchloridlésung
hinzugegeben.

Nach vollstandiger Separierung der Ol-Phase durch Zentrifugation (2000 rpm
fur 3 min) wurde diese abgenommen. Die Partikel wurden nun gefiltert und
mittels Gaze der Grofle nach sortiert (A: <100 ym B: 100-200 ym und C:
200-400 um D: >400 ym) und mit einer 1%igen Tween 20-Lésung
gewaschen. Die Lagerung erfolgte in Aqua dest. Die Partikelherstellung ist in
Abbildung 7 illustriert.
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@ Na Alginat + CaCO, @ 40 pl Eisessig in 10 ml Ol
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Abbildung 7: Darstellung des Emulsionsverfahren zur Herstellung alginatbasierter

Mikropartikel. [48]

2.3 Testung unterschiedlicher CHX Beladungsmoglichkeiten

2.3.1 Einruhren in Alginat

Ein einfacher Weg Alginatpartikel mit Stoffen zu beladen, ist, diese mit der
Natriumalginatlosung zu vermengen. Bei Kontakt mit einer CaCl,-Losung
werden die eingebrachten Stoffe im Calciumalginat immobilisiert. Dies wurde
mit dem Einrihren von 5 ml unterschiedlich konzentrierten CHX-LOsungen
(0,2%, 2%, 10% und 20 %) in jeweils 5 ml Natriumalginatiésung
experimentell getestet. Hierbei zeigte sich eine verfrihte Abbindereaktion
und Verklumpung des Alginats. Ein weiterer Einsatz der Losungen war nicht
moglich.

Zur Auswertung der verfruhten Abbindereaktion wurden je 10 ml Lésung mit
einem CHX-Gehalt von 20 %, 10 %, 2% und 0,2 % angesetzt. Dieser
Lésung wurde jeweils 2%ige CaCl,-Losung dazugegeben.

Beobachtung: Je hoher der CHX-Gehalt war, desto intensiver war eine
Ausfallungsreaktion. Aufgrund der freien positiven Ladung des CHX kam es

zu einer Abbindereaktion des Alginates (vergleiche 2.1.1 und 2.1.4).
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2.3.2 Testung CHX-Diacetat

In einem zweiten Versuch sollte untersucht werden, ob es modglich ist
pulverférmiges Chlorhexidindiacetat in die Alginatldsung einzubringen.
Hierzu wurden 1 g und 0,1 g CHX-Diacetat jeweils auf 5g Alginatldsung
gegeben und mittels Speedmixer 3000 (Hauschild & Co.KG, Hamm,
Deutschland) homogenisiert.

Sofort bei Kontakt des Pulvers mit der Alginatldsung bildete sich auch hier
eine Kapsel, welche das Pulver vollstdndig umschloss. Selbst weitere

Versuche, die Verklumpung mit einem Ultraschallmixer zu homogenisieren

misslangen (Siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Einbringen von CHX-Diacetat in Alginat

2.3.3 Abbindereaktion durch CHX initiiert

Als weitere Mdglichkeit der CHX-Beladung wurde das oben beschriebene
Ultraschallverfahren modifiziert und die CaCl,-Losung durch unterschiedlich
konzentrierte CHX-Lésungen (0,2 %, 2 %, 10 % und 20 %) ersetzt. Mit
diesem Versuchsaufbau initierte nun das Chlorhexidin bei Eintreffen der
Alginattropfen die Gelbildung.

2.3.4 Lagerung der Partikel in CHX

Die Aufnahme von Chlorhexidin in die Partikel wahrend der Lagerung in
unterschiedlich konzentrierten Chlorhexidinlésung sollte untersucht werden.
Diesbezuglich wurde die Untersuchung der Partikel mit der HPLC-Methode
gewahlt (siehe 2.6.6).
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2.4 Mikroskopische Untersuchungen
Die Partikel wurden mikroskopisch auf GréRe, Oberflache, Form und Struktur
untersucht. Die Untersuchung des Einflusses auf das Quellverhalten von

unterschiedlichen Lagerungsmedien erfolgte ebenfalls.

241 ESEM

Es erfolgte eine rasterelektronenmikroskopische (REM) Untersuchung im
ESEM (Environmental Scanning Electron Microscope) Modus. Hierbei ist der
wesentliche Unterschied zu einem konventionellen REM ein geringeres
Vakuum und somit ist ein Einbringen von nicht-vorbehandelten Proben
moglich. In die Probenkammer des Mikroskops wurden je Durchgang sechs
Proben gleichzeitig gegeben und mit 100facher, 200facher und 400facher
VergrofRerung der Reihe nach untersucht.

Folgende Proben wurden untersucht:

Probe Partikelart Lagerungsmedium
1 Alginat 30-100 pym H,O

2 Alginat 30-100 ym CHX (24 h)
3 Alginat US 30-100 ym gefriergetrocknet trocken

4 Alginat US 30-100 ym gefriergetrocknet CHX (24 h)
5 Alginat 100-200 ym H,O

6 Alginat 100-200 ym gefriergetrocknet trocken

7 Alginat 100-200 ym gefriergetrocknet CHX (24 h)
8 Alginat 100-200 uym CHX (24 h)
9 Alginat 200-400 uym H,O

10 Alginat 200-400 pm gefriergetrocknet trocken

11 Alginat 200-400 um gefriergetrocknet CHX (24 h)
12 Alginat 200-400 uym CHX (24 h)

Tabelle 5: Definition der Proben der ESEM-Untersuchung; (US: Abkiirzung fiir

Herstellungsverfahren mittels Ultraschall)

In den resultierenden Bildern zeigten sich die eigentlich runden, nicht-
getrockneten Partikel abgeplattet und zusammengefallen. Um Artefakte und
Trocknungseffekte des Vakuums zu zeigen, wurden vier Proben erneut
untersucht. Um mogliche Trocknungseffekte zu minimieren, wurde jede
Probe nun einzeln in die Kammer eingebracht und schnellstmoglich

untersucht.
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Folgende Partikel wurden nun betrachtet:

Probe Partikelart Lagerungsmedium
1 Alginat US 30-100 pm H,O
2 Alginat 30-100 pym H,O
3 Alginat 100-200 ym H.O
4 Alginat 200-400 pm H.O

Tabelle 6: Definition der Proben zur Untersuchung von Trocknungseffekten im ESEM; (US:

Abkiirzung fiir Herstellungsverfahren mittels Ultraschall)

2.4.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Um die Partikel auch im feuchten Milieu und das Quellverhalten besser
untersuchen zu koénnen, wurden die Partikel mittels Auflichtmikroskopie
(Stemi 2000, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) betrachtet. Hierzu wurden
die Proben mit Lagerungsmedium auf einen Objekttrager mit hinterlegter
Skalierung (500 um je Teilstrich) gegeben und mit einer bis zu 18-fachen

Vergrof3erung untersucht.

Probe Partikelart Lagerungsmedium
1 Alginat US 30-100 pm H,O

2 Alginat US 30-100 ym gefriergetrocknet H,O (1 h)
3 Alginat US 30-100 uym gefriergetrocknet H,0 (24 h)
4 Alginat US 30-100 uym gefriergetrocknet CHX (1 h)
5 Alginat US 30-100 uym gefriergetrocknet CHX (24 h)
6 Alginat 100-200 ym H.O

7 Alginat 100-200 ym gefriergetrocknet H,0 (1 h)
8 Alginat 100-200 um gefriergetrocknet H,0 (24 h)
9 Alginat 100-200 um gefriergetrocknet CHX (1 h)
10 Alginat 100-200 ym gefriergetrocknet CHX (24 h)
11 Alginat 200-400 uym H,O

12 Alginat 200-400 um gefriergetrocknet H,0 (1 h)
13 Alginat 200-400 um gefriergetrocknet H,0 (24 h)
14 Alginat 200-400 um gefriergetrocknet CHX (1 h)
15 Alginat 200-400 ym gefriergetrocknet CHX (24 h)

Tabelle 7: Definition der Proben fiir die Lichtmikroskopische Untersuchung; (US: Abkiirzung fiir
Herstellungsverfahren mittels Ultraschall)
2.5 Gefriertrocknung:

Um eine vereinfachte Lagerung, Verarbeitung und Einwaage der Partikel zu

ermoglichen, wurden die Partikel nach Herstellung gefriergetrocknet. Nach
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dem Trocknungsprozess sollte nicht nur die aullere Beschaffenheit, sondern
auch das Quellverhalten in Wasser und CHX und eine mdglicherweise damit
zusammenhangende verbesserte CHX-Beladung untersucht werden.

2.5.1 Trocknungsprozess
Das Gefriertrocknen wurde an einem Rotations-Vakuum-Konzentrator
SpeedDry 2-33 IR (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode
am Harz, Deutschland) mit den folgenden Einstellungen vorgenommen:

- Temperatur: 40 °C,

- Vakuum: 1,7 mbar,

- Drehzahl: 1500 U/min.

Um einen moglichst geringen Flussigkeitsanteil in der Probe zu erhalten,
wurden die Alginatpartikel zuvor von der Losung durch Sieben mittels Gaze
getrennt. Die Probe wurde dann fur den Trocknungsprozess in ein offenes
15 ml  Zentrifugenréhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland) gegeben und das Programm mit 0. g. Parametern durchlaufen.

Probe Partikelart Lagerungsmedium
1 Alginat US 30-100 pm H,O
2 Alginat 30-100 pym H,O
3 Alginat 100-200 ym H,O
4 Alginat 200-400 uym H,O

Tabelle 8: Definition der Proben fiir den Gefriertrocknungsprozess; (US: Abkiirzung fiir

Herstellungsverfahren mittels Ultraschall)

2.5.2 Quellverhalten

Das Quellverhalten der Alginatpartikel wurde fur Einlagerungszeiten von 1 h
und 24 h in Wasser und Chlorhexidinlésung (20%ig) untersucht. Hierfur
wurden die Partikel nach Einlagerung mittels Rasterelektronen- und
Auflichtmikroskop begutachtet (siehe 2.4).

2.6 Untersuchungen zur Chlorhexidinfreisetzung

Die Freisetzung des Chlorhexidindigluconats aus den Proben wurde mittels
High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) ermittelt. Es wurde ein
HPLC-System der Knauer GmbH (Berlin, Deutschland) verwendet. Die
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Freisetzung sollte in Kunstspeichel erfolgen. Dieser erwies sich jedoch
aufgrund des Inhaltsstoffes Sorbinsaure, die als Konservierungsmittel dient,
zunachst als ungeeignet. Die UV-Absorption des CHX hat ein Maximum bei
251 nm Wellenlange, wahrend Sorbinsdure ein Maximum von 264 nm
aufweist. Um eine Uberlagerung des CHX-Signals zu vermeiden, wurde
Kunstspeichel ohne Sorbinsaure verwendet und die Freisetzung lieferte nun

zuverlassig auswertbare Messwerte.

2.6.1 HPLC-Analysebedingungen: Chlorhexidindigluconat
Die folgenden Analysebedingungen des HPLC-Systems wurden in den

weiteren Experimenten verwendet.

Saule: Eurospher 100 C18, Kérnung 5 ym, 250 x 4 mm ID

Mobile Phase: Acetonitril/0,08M NaH,PO, + 0,5% Triethylamin, pH 3,0
(350/650 v/v) isokratisch

Saulentemperatur: 20 °C

Flussrate: 1,0 ml/min

Detektion: UV, 251 nm

Injiziertes 20 yl

Probevolumen:

Retentionszeit: ca. 5,2 min

Verdiinnung: 1:1 Methanol

Kalibration: 10 mg Chlorhexidinacetat in 10 ml Reinstwasser per Ultraschall
I6sen

Kalibrationsstandards: durch Verdinnung mit Kunstspeichel ohne Sorbinsure
zubereitet

Kalibrierter 0,2 — 20,0 mg/I

Messbereich:

Tabelle 9: HPLC-Analysebedingungen zur Detektion von CHX

Der Kunstspeichel enthielt folgende Zusammensetzung:

Reagentien Gewicht pro 100 g
Kaliumchlorid 0,12g
Natriumchlorid 0,085¢g
Natriumhydrogenphosphat 0,25¢g
Sorbitol-Lésung 70% 4,39
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Calciumchlorid-0,15%-Magnesiumchlorid-0,05%- | 10 g
Lésung

Carmellose-Natrium 400 (Blanose® 7MF) 0,59
Wasser 84,645 ¢

Tabelle 10: Zusammensetzung des verwendeten Kunstspeichels ohne Sorbinsaure

2.6.2 Untersuchung der Stabilitat von CHX in Kunstspeichel

In einem Vorversuch sollte die Stabilitat der verwendeten CHX-LOsung
untersucht werden. Dazu wurde eine Kunstspeichel-CHX-Losung mit einer
Konzentration von 8 pg/ml hergestellt. Die Lagerung der Proben (n=1)
erfolgte in Dunkelheit bei Raumtemperatur (20 °C) und bei Kérpertemperatur
(37 °C). Extinktionswerte wurden bei t=0, t=2d, t=3d, t=4d und t=7d

bestimmt.

2.6.3 Durchfihrung HPLC-Analyse allgemein

Zur Bestimmung der Freisetzung wurden die Proben in einem
Eppendorfgefald (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) zu je 10 mg
eingewogen. Daraufhin wurden sie zu je 600 pl Kunstspeichel ohne
Sorbinsdure gegeben, kurz mit einem Vortex-Gerat (VWR International
GmbH, Darmstadt Deutschland) aufgewirbelt und dann bei 100 rom und
37 °C auf den Schuttler gestellt und fur den gewahlten Zeitraum geschuttelt.
Nach Ablauf der Zeit erfolgte eine Zentrifugation (2000 rpm fir 3 min) und
eine Entnahme des Mediums (Kunstspeichel mit jetzt geléstem
Chlorhexidin). Das Medium wurde mit Kunstspeichel und Methanol im
Verhaltnis 1:1 aufgefullt und in der HPLC vermessen.

2.6.4 Screening

Nach Anpassung und Etablierung der HPLC-Methodik erfolgte ein erstes
Screening der zuvor hergestellten Partikel. Eine Vielzahl verschiedener
Partikel wurde mit geringer Probenzahl (n=1) Uber einen Zeitraum von bis zu
150 h untersucht. Es sollte untersucht werden, ob Uberhaupt CHX Uber einen
langeren Zeitraum aus den Proben freigesetzt wird. Anhand dieser
Untersuchung sollten spater genauere Untersuchungen von geeignet

erscheinenden Partikeln  mit erhohter Probenzahl und Ilangeren
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Freisetzungszeitraumen geplant werden. Die Freisetzungsmengen wurden
uber die Zeit festgehalten und kumulativ aufgetragen.

Untersucht wurden folgende Proben nach Lagerung in einer 20%igen CHX-
Losung uber 24 h:

Probe | Probenkoérper Herstellung Lagerungsmedium

1 Alginatblock Gegossen aus 3% Na- | 24 hin 20% CHX
MafRe: 0,5 cm x 0,5 cm (n=1) Alginat, gehartet mit
6%CaCl,-Loésung

2 Alginatpartikel 2%ig Emulsionsverfahren 24 hin 20% CHX
Grofie: 100-200 ym (n=1)

3 Alginatpartikel 2%ig Emulsionsverfahren 24 hin 20% CHX
Grofie: 200-400 uym (n=1)

4 Periochip® Dexcel Pharma 7,4 mg Gelatine mit 2,5 mg CHX

(n=1)

Tabelle 11: Definition der Proben fiir die Screeninguntersuchung zur Testung der CHX-

Freisetzung aus Alginatpartikeln nach Lagerung in CHX fiir 24 h

2.6.5 Freisetzungsverhalten unterschiedlicher Tragermaterialien

Aufgrund der ersten Screeninguntersuchung sollten noch kleinere Partikel
untersucht werden. Diese sollten auch mit einem alternativen Tragermaterial
(PLGA) verglichen werden. Hierzu wurden mittels Ultraschalltechnik
Alginatpartikel mit einer durchschnittlichen GroRe von 50 ym hergestellt.
Diese wurden mit gleich groRen PLGA-Partikel (Durchmesser: 50 ym) der
Firma Micromod GmbH (Warnemiinde, Deutschland) untersucht.

Probe Probenkorper Herstellung Lagerungsmedium

1-5 (n=5) Alginatpartikel @ | Ultraschallverfahren (US) 24 hin 20% CHX
50 ym

5-10 (n=5) PLGA-Partikel @ | Emulsionsverfahren 24 hin 20% CHX
50 ym

Tabelle 12: Definition der Proben zur Untersuchung der CHX-Freisetzung aus unterschiedlichen

Biomaterialen

2.6.6 Freisetzungsverhalten unterschiedlicher CHX-Konzentrationen
Um einen moglichen Einfluss von unterschiedlichen CHX-Konzentrationen
auf das Freisetzungsverhalten zu zeigen, wurden zwei unterschiedliche

Konzentrationen (20 % und 10 %) gewahlt.
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Probe Probenkorper Herstellung Lagerungsmedium
1-5 (n=5) Alginatpartikel Ultraschallverfahren (US) 24 hin 20% CHX

& 50 uym
5-10 (n=5) Alginatpartikel Ultraschallverfahren (US) 24 hin 10% CHX

@ 50 pm

Tabelle 13: Definition der Proben zur Untersuchung der CHX-Freisetzung aus unterschiedlich

beladenen Alginatpartikeln

2.6.7 Freisetzungsverhalten in Abhangigkeit der Beladungszeit in CHX
Untersucht wurde das Freisetzungsverhalten von Alginatpartikel der Grol3e
200-400 uym. Beladungszeiten (tg) der Partikel waren hierbei: 1 min, 30 min,
6 h, und 24 h mit jeweils funf Proben pro Beladungsdauer (n=5).

Probe | Beladungszeit | Probenkoérper Lagerungsmedium
(ts)

1-5 1 min Alginatpartikel: & | 20% CHX

(n=5) 200-400 ym

6-10 | 30 min Alginatpartikel: & | 20% CHX

(n=5) 200-400 ym

11-15 [ 6h Alginatpartikel: & | 20% CHX

(n=5) 200-400 pm

16-20 | 24 h Alginatpartikel: & | 20% CHX

(n=5) 200-400 ym

Tabelle 14: Definition der Proben zur Untersuchung der CHX-Freisetzung aus unterschiedlich

lang beladenen Alginatpartikeln

Die untersuchten Freisetzungszeitraume (tr) betrugen 0,25, 0,75, 1,5, 3,6,
10, 17, 33, 57, 81, 105, 129, 153, 177, 201, 225, 249, 273, 369 und 393 h.

2.6.8 Freisetzungsverhalten von Partikelkombinationen
Nach Auswertung der oben genannten Untersuchungen wurden folgende
Partikelkombinationen zur weiteren Testung gewahlt:
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Probe Probenkorper

1-5 (n=5) 50% Alginatpartikel: @ 50 um US | 50% Alginatpartikel: @ 200-400 ym
6—10 (n=5) 30% Partikel: @ 50 ym US 70% Alginatpartikel: @ 200-400 ym
11-15 (n=5) Periochip/ Gelatinechip

16—20 (n=5) Chlosite/ Xanthan-Gel

Tabelle 15: Definition der Proben zur Untersuchung der CHX-Freisetzung aus
Partikelkombinationen und Referenzprodukten (US: Abkiirzung fiir Herstellungsverfahren

mittels Ultraschall)

Die oben angegeben Proben wurden in den Intervallen (t) von 0,25, 0,75,
1,5, 3,6, 10, 17, 33, 57, 81, 105, 129, 153, 177, 201, 225, 249, 273, 369 und
393 h untersucht.

2.6.9 Definition von Betrachtungszeitraumen

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Freisetzungsprofile zu erhalten,
wurden drei Zeitraume definiert. Dies ist eine initiale Freisetzungsphase (t=0-
17 h), eine mittelfristige Phase (tn=17-177h) und eine langfristige
Freisetzungsperiode (t=177-393 h). Diese Phasen orientieren sich an

moglichen klinisch relevanten Einsatzphasen.

2.7 Statistische Auswertung

Die in den oben genannten Untersuchungen zur Freisetzung von CHX
gewonnen Daten wurden mittels IBM SPSS Advanced Statistics 23.0
verarbeitet. Alle Werte werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) fur
die genannte Anzahl an Proben (n) angegeben. Um unterschiedliche
Probengruppen in Bezug auf Freisetzungsraten zu vergleichen, wurde eine
nichtparametrische Varianzanalyse durchgefuhrt. Hierfir wurde der Kruskal-
Wallis-Test (fir >2 ungepaarte Proben), andernfalls der Mann-Whitney U-
Test (two-sided) angewandt. Wenn moglich, wurden Untergruppen
paarweise uber die Verwendung des U-Tests verglichen. P-Werte <0,05
(Bonferroni-angepasst fur Mehrfachtestung) wurden als statistisch signifikant

betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung des Ultraschallverfahrens

3.1.1 Partikelherstellung allgemein

Mittels der gewahlten Verfahren konnten unterschiedliche Partikel erfolgreich
hergestellt werden. Die Partikel befanden sich hierbei in einem
GroRenbereich von 7-210 ym. Sie zeigten je nach Wahl der
Versuchsparameter unterschiedliche Formen und Groen. AulRerdem zeigte
sich ein Einfluss der Parameter auf die Homogenitat.

Das Hauptinteresse lag bei der Herstellung von moglichst homogenen
Partikeln mit einer durchschnittichen GroRe von ca. 50 um, da diese
besonders geeignet zur Einbringung in die parodontale Tasche scheinen. Zur
Klassifizierung wurden die oben genannten GréReneinteilungen (<30 ym, 30-
70 ym und >70 pym) getroffen.

3.1.2 Intensitatseinstellung

Durch die  Wahl unterschiedlicher Intensitatseinstellungen  der
Schwingungsenergie des Ultraschallgerates sollte ein moglicher Einfluss auf
die Partikelparameter gezeigt werden. Hierbei wurden drei Intensitatsstufen
gewahlt (10%, 50% und 100 %). Es konnte kein Einfluss der
Intensitatsstufen auf die Partikelparameter gezeigt werden. Alle
Intensitatsstufen produzierten anndhernd homogene, gleichgrole und
gleichformige Partikel. Die Entwicklung eines Spraynebels scheint bei dem
verwendeten Ultraschallgerates mit einer Tropfengrofie von ungefahr 7-
210 ym unabhangig von der Intensitatseinstellung zu sein. Daher wurde die
Intensitat von 100 % gewahlt und fir die folgenden Untersuchungen als
Standard definiert.

3.1.3 RuUhrgeschwindigkeit der CaCl,-Losung

In dem gewahlten Geschwindigkeitsbereich von 100-600 rom konnten
ebenfalls keine Unterschiede bezuglich der Partikelform, -groe und -
homogenitat gezeigt werden. Bei einer Ruhrgeschwindigkeit von 300 rpm
zeigte sich eine geringe Strudelbildung der CaCl,-Losung, so dass eine
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einfache Versuchsdurchfuhrung gegeben war. Daher wurde diese

Ruhrgeschwindigkeit fur die weiteren Untersuchungen verwendet.

3.1.4 Konzentration der Alginatlésung

Die unterschiedlichen Viskositaten der Losungen ergaben sich aus dem
prozentualen Anteil der Einwaage des Alginats. Besonders auffallig waren
die Ergebnisse der 0,5%igen und der 4%igen Losungen. Die Viskositat der
4%igen LOsung war deutlich zu hoch und es konnten keine Partikel mit ihr
hergestellt werden. Die aufgebrachte Energie des Ultraschallaufsatzes
reichte nicht aus, um ein Zerreillen der Alginatlosung zu erreichen und so
einen Spruhnebel zu erzeugen. Auf die weitere Betrachtung dieser
Konzentration wurde daher verzichtet.

Ein ebenfalls deutlich erkennbarer Effekt zeigte sich bei der Verwendung der
0,5%igen LOsung. Diese zeigte zu 95 % ungleichmaRig geformte Partikel
(Abbildung 9 und 13). Ahnlich erzeugte die Verwendung der niedrigviskosen
1%igen Alginatldsung einen groflen Anteil von unregelmalig geformten
Partikeln (65 %). Schon die 2%ige und 3%ige Losung zeigte eine erhohte
Anzahl an runden Partikeln. Allerdings stieg mit steigender Konzentration
auch die Anzahl der tropfenférmigen Partikel (Abbildung 13).

Bei der Betrachtung der PartikelgroRe zeigte sich, dass die niedrigviskoseren
Losungen tendenziell ein unregelmafigeres Grollenspektrum erzeugten. So
lag der Anteil der Partikel >70 um bei der 0,5%igen Lésung bei 16 % und bei
der 3%igen bei 0 %. Die 1%ige Losung erzeugte nahezu gleichmaRig
Partikel der GréRen <30 pm (43%) und 30-70 um (46%) (Abbildung 14).

Die Homogenitat der Partikel nahm mit steigendem Alginatanteil zu. Mehr als
die Halfte der 0,5%igen Partikel (64 %) zeigten keine Einschlisse, mit
steigender Konzentration zeigte sich bei 2%iger und 3%iger Losung eine
Homogenitat bis zu 80 % (Abbildung 15).

Die Partikelparameter sind also im wesentlichen abhangig von dem
entstehenden Spraynebel. Bei einer hohen Viskositat reicht die Energie nicht
aus ein Zerreil3en der Losung und somit eine Tropfenbildung zu erzielen. Bei
zu geringeren Viskositaten werden unregelmafige Partikelformen produziert.
Die Energie zerstaubt hier die LOsung so stark, dass keine einheitliche
Tropfenbildung vor Auftreffen in die CaCl,-Losung stattfindet.
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Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahme Abbildung 10: Lichtmikroskopische
von Alginatpartikeln: Alginat 0,5 %, CaCl,2 % Aufnahme von Alginatpartikeln: Alginat 1 %,

CaCl22 %

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Abbildung 12: Lichtmikroskopische
Aufnahme von Alginatpartikeln: Alginat 2 % Aufnahme von Alginatpartikeln: Alginat 3 %;
CaCl22 % CaCl22 %

Partikelform
95,40

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

Anteil in %

0,5% 1% 2% 3%
Konzentration der Alginatlésung

Etropfenformig “rund  nicht definierbar

Abbildung 13: Auswertung Partikelform bei veranderter Alginatkonzentration
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PartikelgroRe

100,00
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0.00 “: - | |
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Konzentration der Alginatlésung

E<30um =30-70um = >70um

Abbildung 14: Auswertung PartikelgroBe bei verdnderter Alginatkonzentration

Partikelhomogenitat

100,00 80,50 80,61
80,00 73,87
< 80 64,37
£ 6000 —
= 35,63
S 40,00 | : 1
s <019 19,50 19,39
20,00
0,00
0,5% 1% 2% 3%

Konzentration der Alginatlésung

“homogen “inhomogen

Abbildung 15: Auswertung Partikelhomogenitat bei veranderter Alginatkonzentration

3.1.5 Konzentration der CaCl,-L6sung

Die Partikelform ist ebenfalls von der verwendeten CaCl,-Konzentration
abhangig. So zeigte sich die einheitlichste Partikelform in Kombination mit
der 3%igen CaCl,-Lésung. Es wurden zu 83% runde Partikel hergestellt. Je
geringer der CaCly-Anteil war, desto groRer war die Fraktion der
tropfenférmigen Partikel (Abbildung 19 und 20). Eindeutige Unterschiede
bezuglich der Homogenitdt konnten nicht erkannt werden. Sie betrug
zwischen 80 % und 86 %. Ein Einfluss auf die GréRe konnte ebenfalls nicht
gezeigt werden. Die durchschnittliche GroRRe der Partikel liegt mit 52-56 % in
den drei Gruppen zwischen 30-70 ym. Partikel grofker 70 ym wurden zu

max. 8 % generiert.
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Abbildung 16: Lichtmikroskopische Abbildung 17: Lichtmikroskopische
Aufnahme von Alginatpartikeln: CaCl; 1 %; Aufnahme von Alginatpartikeln: CaCl. 2 %
Alginat 2 % Alginat 2 %
LN
Abbildung 18: Lichtmikroskopische
Aufnahme von Alginatpartikeln: CaCl. 3 %
Alginat 2 %
Partikelform
100,00 82,83
X 80,00 63,59 62,90
£ 60,00
..g 40,00
< 20,00
0,00
1% 2% 3%
Konzentration der CaCl, Lésung
Etropfenformig = rund nicht definierbar

Abbildung 19: Auswertung Partikelform bei unterschiedlicher CaCl,-Konzentration
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PartikelgroRRe
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Abbildung 20: Auswertung PartikelgroBe bei unterschiedlicher CaCl,-Konzentration

Partikelhomogenitat

100,00 85,92 80,50 871,31
® 80,00 — ] ]
£ 60,00 —
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Konzentration der CaCl2-L6sung
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Abbildung 21: Auswertung der Partikelhomogenitit bei unterschiedlicher CaCl-Konzentration

3.2 Mikroskopische Untersuchungen

3.2.1 ESEM

In der elektronenmikroskopischen Untersuchung konnte die Grofe, die Form

und die Oberflachenstruktur untersucht werden.

3.2.1.1 Unbeladene Partikel

Die untersuchten Partikel zeigten zu Beginn der Untersuchung eine

homogene Oberflache. Betrachtet man Abbildung 22, so sieht man eine

Deckschicht Uber den Partikeln. Hierbei handelt es sich um Ruckstande der

Lagerungsflussigkeit. Unter dieser sieht man gleichférmig gerundete Partikel

mit einer mittleren GréRe von ca. 50 um. Die Oberflache der Partikelgrofien

100-200 ym (Abbildung 23) zeigten sich nicht mehr prall und glatt, sondern
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als gefaltete und strukturierte Oberflache. Je groRer die Partikel, umso
starker und gefalteter zeigten sich deren Oberflachen (Abbildung 24).
Einzelne runde Mikropartikel waren nicht mehr zu erkennen. Vergleicht man
die Partikel mit den gefriergetrockneten Partikeln (siehe Kapitel 2.3), erkennt
man eine sehr ahnliche Oberflachenstruktur. Im feuchten Milieu hingegen
zeigten sie eine glatte und pralle Oberflache (vergleiche Kapitel 2.2.2). Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass es sich hierbei um Trocknungsartefakte
handelt.

Um mogliche Trocknungs- und Praparationsartefakte zu identifizieren,
wurden die Untersuchungen der unbehandelten Partikel wiederholt. Beachtet
wurde eine besonders kurze Verweildauer im Vakuum des REMs, wozu jede
Probe einzeln in die Untersuchungskammer eingebracht wurde und direkt
aus der Lagerungsldsung entnommen wurde.

Die Oberflachen der Partikel wiesen daraufhin erheblich geringere
Veranderungen auf. Vollstandig vermieden werden konnten die
Trocknungsprozesse jedoch nicht. Auffallig zeigten sich die grofieren
Partikel, bei denen ein erhohter Trocknungsprozess eintrat. Trotz des
deutlich geringeren Vakuums des ESEM-Modus im Vergleich zu einem
klassischen REM-Modus konnten die Untersuchungen nicht erfolgreich
durchgefuhrt werden. Die Artefaktbildung und Veranderung der Oberflache
war schon bei kurzen Probenverweildauern stark ausgepragt.
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen waren somit nur bei kurzer
und minimierter Probenverweildauer im Vakuum zur Beurteilung der

Alginatpartikel geeignet.
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Abbildung 24: ESEM-Aufnahmen von Alginatpartikeln der GroBe: 200-400 pm

3.2.1.2 Lagerung in CHX

Im Vergleich zu den unbehandelten Partikeln stellten sich die fir 24h in CHX
gelagerten Partikel deutlich praller und runder dar. Sie wurden mit dem
gleichen zeitlichen Ablauf untersucht. Es konnte auf allen Bildern ein dinner
Flussigkeitsfilm auf der Oberflache der Partikel beobachtet werden. Dieser
verklebte die Partikel punktuell miteinander. Selbst nach langen
Praparationszeiten zeigten sich geringere Trocknungseffekte (Abbildung 25,
26 und 27) Dieses spricht fur die Stabilisierung der Partikel durch den

aufgenommen Anteil an CHX.
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Abbildung 27: ESEM-Aufnahmen von Alginatpartikeln der GroRe: 200-400 um in CHX gelagert

3.2.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Unter dem Auflichtmikroskop zeigten sich die Partikel der Emulsionstechnik
rund, transparent und mit einer glatten Oberflache. Die Alginatpartikel, die
mittels Ultraschallverfahren hergestellt wurden, zeigten ebenfalls eine glatte,
nicht strukturierte Oberflache, jedoch wies hier ein Teil die charakteristische
Tropfenform auf. Einschliisse wie z.B. Blasen konnten bei den Gréf3en von
200-400 um und vereinzelt bei den Grolen von 100-200 um beobachtet
werden. Die sortierten GroéRenbereiche waren gut zu erkennen und die
jeweiligen Grolen entsprachen den Maschenweiten der eingesetzten Siebe
zur GroRensortierung. Es ist daher davon auszugehen, dass keine weitere
Quellung wahrend der Lagerung sattgefunden hat. Bei naherer Betrachtung
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der beiden Gruppen der kleinen Partikel fiel auf, dass in der Gruppe der
Ultraschallpartikel ein grofRerer Anteil Partikel im Bereich von 30-40 ym
vorhanden war. Bei der Gruppe der Emulsionspartikel waren hauptsachlich

Partikel der Grolen um 90 um zu erkennen.

Abbildung 28: Alginatpartikel mit einer GroBe von 200-400 pm unter Betrachtung mittels
Auflichtmikroskop

Abbildung 29: Alginatpartikel mit einer GroBe von 100-200 pm unter Betrachtung mittels
Auflichtmikroskop

Abbildung 30: Alginatpartikel mit einer GroBe von 30-100 um unter Betrachtung mittels
Auflichtmikroskop
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Abbildung 31: Alginatpartikel hergestellt mittels Ultraschallverfahren, mit einer GroRe von 30-
100 pm unter Betrachtung mittels Auflichtmikroskop

3.3 Gefriertrocknung

3.3.1 Quellverhalten

Mittels ESEM-Modus  konnten  unter geringem  Vakuum  die
Partikeloberflachen analysiert werden. Es zeigten sich separate und einzelne
Partikel, die um einen deutlichen Anteil (Wasser) geschrumpft waren. Die
Oberflache wies eine grob gefaltete Struktur auf. Die getrockneten Partikel
nahmen eine langliche bis ovale Form und ungeféhr ein Drittel der
ehemaligen GroR3e ein.

Nach anschlieBender Einbringung in eine 20%ige CHX-L6sung fir 24 h war
eine Quellung zu erkennen. Besonders die kleinen Partikel um 50 bis 200 ym
wiesen eine hoéhere Volumenzunahme auf. Die Oberflache war geringer
strukturiert und morphologisch glatter. AuRerdem wirkten die Partikel
zusatzlich gefillter, jedoch wurde die urspringliche prall-runde Form unter
den gewahlten Bedingungen nicht wieder hergestellt. MOglicherweise war die
Struktur sogar irreversibel geschadigt. Ob das fir die Applikation und fir die
spatere Wirkstofffreisetzung von Bedeutung ist, wurde nicht untersucht. Eine
Aussage uber das aufgenommene Volumen lieRR sich mit dieser Methode

nicht machen.
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Abbildung 32: gefriergetrocknete Alginatpartikel, hergestellt mittels Ultraschalltechnik,
Betrachtung im ESEM; Durchschnittliche GroRe: 50 ym

Abbildung 33: REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten Alginatpartikeln; hergestellt mittels
Ultraschalltechnik; durchschnittliche GroRe: 50 um; Lagerung 24 h in CHX

Abbildung 34: REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten Alginatpartikeln; durchschnittliche
GroBe: 100-200 um

Abbildung 35: REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten Alginatpartikeln; durchschnittliche
GroRe: 100-200 ym; Lagerung 24 h in CHX
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Abbildung 36: REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten Alginatpartikeln; durchschnittliche
GroRe: 200-400 um

Abbildung 37: REM-Aufnahmen von gefriergetrockneten Alginatpartikeln; durchschnittliche
GroRe von 200-400 um; Lagerung 24 h in CHX

3.3.2 Lichtmikroskopie

Um unerwinschte Trocknungseffekte (wie beim ESEM) zu vermeiden,
wurden die Partikel mit dem Lichtmikroskop weiter untersucht. Hier zeigten
sich alle gefriergetrockneten Partikel ebenfalls mit einer gefalteten und
strukturierten Oberflache. Sie waren alle deutlich kleiner als die nicht
getrockneten Referenzpartikel. Es Iasst sich in den einzelnen Gruppen kein
Unterschied zwischen den GréRBen und Formen der unterschiedlich
gelagerten Proben feststellen. Die kleinsten Partikel (Ultraschallverfahren)
scheinen am ehesten die urspringliche Form wieder anzunehmen. Hier
wiesen einige eine Tropfenform auf. Allerdings blieben sie deutlich kleiner als
die Referenzpartikel. Nach einer Lagerung fiur 24 h in H,O waren die
Oberflachen der Partikel etwas geglattet. Dieser Effekt fiel bei der
Betrachtung der Partikel von 100-200 um am deutlichsten auf. Im Vergleich
hierzu war eine weitere Quellung der in CHX gelagerten Partikel auch tGber
24 h nicht zu erkennen (vergleiche Abbildung 38, 39 und 40).
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Lagerung 1 h in CHX Lagerung 1 hinH,0 Referenzpartikel ungetrocknet

Lagerung 24 hin CHX Lagerung 24 hin H,0

Abbildung 38: Lichtmikroskopische Betrachtung; gefriergetrocknete Alginatpartikel

(Ultraschallverfahren), Zustand nach unterschiedlichen Lagerungszeiten in H,0 und CHX

Lagerung 1 h in CHX Lagerung 1 hinH,0
Lagerung 24 hin CHX Lagerung 24 hin H,0

Abbildung 39: Lichtmikroskopische Betrachtung; gefriergetrocknete Alginatpartikel (100-

200 pm), Zustand nach unterschiedlichen Lagerungszeiten in H,O und CHX
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Lagerung 1 h in CHX Lagerung 1 hinH,0

Lagerung 24 hin CHX Lagerung 24 h in H,0

Abbildung 40: Lichtmikroskopische Betrachtung; gefriergetrocknete Alginatpartikel (200-

400 pm), Zustand nach unterschiedlichen Lagerungszeiten in H,O und CHX
3.4 Untersuchungen zur Freisetzung von Chlorhexidin

3.4.1 Untersuchung der Stabilitat von CHX in Kunstspeichel

Zur Kalibrierung des HPLC-Systems wurde die Stabilitdt des CHX in
Kunstspeichel ohne Sorbinsdure, da diese wie oben beschrieben eine
Stérung des Chlorhexidinsignals im UV-Detektor erzeugte, zum einen bei
Raumtemperatur und zum anderen bei Kérpertemperatur (37°C) untersucht.
Wie in Abbildung 41 ersichtlich, war der Gesamtanteil des CHX Uber 7 Tage
nahezu stabil. Im Bereich der Raumtemperatur war eine konstante
Konzentration an CHX zu erkennen. Die erhéhte Temperatur flihrte zu einer
leichten Chlorhexidinabnahme, die aber nicht so hoch war, dass sie die
Messungen bei einer Durchfihrung der Versuche bei 37°C wesentlich
beeinflusste. Fur die weiteren Untersuchungen konnte die Stabilitdt des CHX
als ausreichend betrachtet werden.
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Abbildung 41: Stabilitat von CHX iiber 7 d in Kunstspeichel ohne Sorbinsaure bei RT und 37 °C

3.4.2 Screening: CHX-Freisetzung aus unterschiedlichen Alginatproben

In dem ersten Screening konnte ein erfolgreich etabliertes HPLC-System
gezeigt werden. Aus allen Proben konnte eine Freisetzung von CHX Uber
einen Zeitraum von mehr als 100 h in unterschiedlichen Mengen gemessen
werden (Abbildung 42). Hierbei setzte der Alginatblock im Vergleich mit den
anderen Partikeln am wenigsten CHX frei. Partikel mit kleinem Durchmesser
wiesen eine groRere Oberflache im Vergleich zu grofReren Partikeln auf.
Passend zu diesem Verhaltnis zeigten die 50 um Partikel ein schnelleres
Freisetzungsverhalten als groRere Partikel. Nach einer anfanglich hohen
Freisetzung des grofdten CHX-Anteils in den ersten zwei Tagen zeigten alle
Proben ein verlangsamtes Freisetzungsverhalten in den folgenden
Zeitraumen. Die Partikel mit einer Grof3e von mehr als 200 um zeigten den
gréften Anteil an verzogert freigesetztem CHX (=20 h bis 105 h) mit 130 pg.
Im Vergleich hierzu wurden 96 pg im gleichen Zeitraum in der Gruppe von
100-200 um groRRen Partikeln und 45 ug bei den 50 ym grol3en Partikeln
gemessen. Dieses kann durch ein kleineres Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis, als auch Uber eine mogliche erhdhte Aufnahmemenge in das
Innere der Partikel erklart werden. Die initialen und absoluten
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Freisetzungsmengen waren umso grofRer, je kleiner die Partikel waren. Um
eine mogliche Anpassung des CHX-Gesamtanteils und der Veranderung der
verzogerten Freisetzung zu erhalten, wurden PartikelgroRen von 50 ym und
200-400 pum far die weitere Untersuchungen gewahlt.
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Abbildung 42: CHX-Freisetzungsprofile aus unterschiedlich groBen Alginatpartikeln;
Kumulative CHX-Freisetzung der Screeninguntersuchung (HPLC) iiber 120 h (n=1 je Probe). [48]

3.4.3 Alginat und PLGA

Aufgrund der ersten Screening-Untersuchung sollten nun zusatzliche Partikel
aus anderen Materialien untersucht werden. Hierzu wurden PLGA-Partikel
der gleichen Gréfe (um 50 um) im Vergleich zu den Alginatpartikeln
verwendet. Die Untersuchungszeit wurde auf Uber 630 h ausgedehnt, bei
einer angestrebten effektiven Freisetzungsdauer von 14 d.

Beide Gruppen zeigten einen inital hohen CHX-Gehalt, welcher sich tUber die
Zeit deutlich reduzierte (Abbildung 43). Die Alginatpartikel gaben in dem
initialen Zeitintervall (t) und dem mittelfristigen Zeitraum (t,) statistisch
signifikant mehr CHX als die vergleichbaren PLGA-Partikel ab (p=.48,
p<.001). Im Durchschnitt waren dies 38.1 %. In dem Zeitraum von 10 bis
630 h gab es nur eine geringe Freisetzung von 48.4 + 7.1 yg CHX in der
PLGA-Gruppe. Die Alginatpartikel zeigten eine hohere Freisetzung von
151.6 £ 3.9 ug, welches ungefahr 8 % des freigesetzten CHX entspricht.
Aufgrund der deutlich erhohten Herstellungskomplexitat der PLGA-Partikel
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und der einleitend genannten Vorteile des Alginats, wurden die

Untersuchungen mit den Alginatpartikeln fortgefuhrt.
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Abbildung 43: CHX-Freisetzungsprofil aus unterschiedlichen biodegradierbaren Materialien;
Kumulative CHX-Freisetzung aus 50 pum groBRen PLGA-Partikel und 50pum groRen
Alginatpartikel liber 630 h (Mittelwert £ SD, n=5).[48]

3.4.4 Einfluss unterschiedlicher CHX-Konzentrationen

Geldstes CHX ist nur in einer wassrigen Losung bis zu 20 % erhaltlich. Mit
der Absicht eine moglichst hohe Beladung der Partikel zu erzielen, wurden
zwei unterschiedliche CHX-Konzentrationen (20 % und 10 %) gewahlt, um
einen mdoglichen Einfluss auf die Freisetzung zu untersuchen (Abbildung 44
und 45). Beide Gruppen zeigten nahezu identische
Freisetzungscharakteristika. Sie unterschieden sich jedoch in der Menge des
initial freigesetzten CHX. Die Gruppe des héher konzentrierten CHX (20 %)
zeigte eine 1.8-fach hohere Konzentration zum ersten Messzeitpunkt
(t=0.25 h). Uber den Untersuchungszeitraum verringerte sich dieser Faktor
auf 1.53 (=630 h). Nach der initialen Freisetzungsphase (t ;) wurden 134.7
15.1 uyg CHX in der 20 %-Gruppe freigesetzt. Dieses ist vergleichbar mit der
10 %-Gruppe, hier wurden 156.9 * 41.1 ug gemessen. Der Hauptunterschied
lag demnach in der fruhen Freisetzung, welche gut durch die hohere
Konzentration des an der Oberflache der Mikropartikel haftenden CHX erklart
werden kann. Die sich ahnelnde Freisetzungskinetik der spateren
Untersuchungsintervalle wurde dann durch die Bindung des CHX an das

Alginat selbst bestimmt.
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Abbildung 44: CHX-Freisetzungsprofil von unterschiedlichen CHX Konzentrationen; Kumulative
CHX-Freisetzung liber 630 h Beladung von 50 um Alginatpartikeln mit CHX tiber 24 h in 10 %
und 20 % konzentrierter CHX-L6sung (Mittelwert = SD, n=5).[48]
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Abbildung 45: Initiales CHX-Freisetzungsprofil von unterschiedlichen CHX Konzentrationen;
Kumulative CHX-Freisetzung der initialen Freisetzungsmessung (HPLC) iiber 20 h von
unterschiedlich beladenen Partikeln (10 % und 20 % CHX) (Mittelwert * SD, n=5). (vergleiche
Abbildung 44).[48]
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3.4.5 Einfluss von unterschiedlichen Beladungszeiten

Der Vergleich des Freisetzungsverhaltens nach verschiedenen
Beladungszeitrdumen (1 min, 30 min, 6 h, 24 h) aus Alginatpartikeln mit einer
GroRe von 200-400 um zeigte eine effektive Beladung bereits nach einer
Minute Beladungszeit (Abbildung 46 und 47). Die hdchste initiale
Freisetzungsmenge wurde in der Gruppe der kurzesten Beladungszeit
(1 min) mit 2118.5 £ 106.4 ug gemessen, vergleichend hierzu wurden 1014.9
+146.0 pug in der 24 h-Gruppe gemessen. Dies konnte dadurch verursacht
werden, dass mit der Zeit eine erhohte Aufnahme in die Partikel stattfindet
und nach einer kurzen Beladung mehr CHX an der Oberflaiche haftet.
Ebenfalls konnte flir die betrachteten Freisetzungsintervalle (t;, t» und t;) kein
statistisch ~ signifikanter Unterschied in den Freisetzungsraten der
unterschiedlichen Beladungszeitgruppen festgestellt werden (138<p<1.0).

Im Gegensatz dazu wich das Xanthangel von allen getesteten Gruppen ab
(p<.001, jedes Freisetzungsintervall), wahrend sich die Gelatinechip-Gruppe
nur von allen Gruppen in dem Intervall t,(p<.001) und von den kurzzeitig
beladenen Alginatpartikel-Gruppen (1 min, 30 min) im Betrachtungsintervall
(p=.025, p=.002) unterschied.
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Abbildung 46: Initiale CHX-Freisetzungsprofile bei unterschiedlichen Beladungszeitraumen;
Kumulative CHX-Freisetzung liber 35 h aus 200-400 ym groRen Alginatpartikeln, beladen fiir
1 min, 30 min, 6 h und 24 h, und den Referenzgruppen Periochip und Chlosite (Mittelwert * SD,
n=5).[48]

52



ERGEBNISSE

3500

3000

2500

2000

1500

=6=1 min
1000 p L L f - —-30 min
NP “6h

500 24 h
Periochip

{ =>Chlosit
0 W osite
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Time [h]

Cumulative chlorhexidine release [ug]

Abbildung 47: CHX-Freisetzungsprofile bei unterschiedlichen Beladungszeitriumen;
Kumulative CHX Freisetzung iiber 400 h aus 200-400 um groBen Alginatpartikeln, beladen fiir
1 min, 30 min, 6 h und 24 h, und den Referenzgruppen Periochip und Chlosite (Mittelwert * SD,
n=5).[48]

3.4.6 Beurteilung der Referenzmaterialien

Im Verhaltnis zu dem auf Gelatine basierenden Periochip und dem
xanthanhaltigen Chlosite zeigten die Alginatpartikel hohere initiale
Freisetzungsmengen (Abbildung 46). Die Gesamtmenge des freigesetzten
CHX zum Zeitpunkt von t=393 h unterschied sich in den betrachteten
Gruppen. So wurde zum Beispiel 1236.9 + 280.4 pg fur den Gelatinechip im
Gegensatz zu nur 102.2 + 12.1 pg fur das Xanthangel gemessen. Statistisch
signifikant war allerdings nur der Unterschied zwischen der absolut
freigesetzten CHX Menge der eine Minute lang beladenen Alginatpartikeln
und des Xanthangels (p=.001).

Der gelatinebasierte Chip zeigte eine stetige Freisetzung von uber 300h. Zu
Beginn (t=0.25) wurde noch keine Freisetzung gemessen. Im Zeitraum ¢t
wurden bis zu 50 % (641.7 £ 290.7 ug) des enthaltenen CHX nach 17 h
freigesetzt und final 12369 =+ 2804 pg erreicht. In den
Alginatpartikelgruppen wurden 50 % der Gesamtmenge CHX, aufgrund des
an der Oberflache haftenden CHX, schon in den ersten Messungen erreicht.

Das Xanthangel zeigte insgesamt eine sehr geringe CHX-Freisetzung (102.2
+ 12.1 pg). Es erreichte die 50 %-Grenze in den ersten zwei Stunden und

setzte nur noch minimale Konzentrationen in den spateren Perioden frei
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(Abbildung 48). In den Intervallen t,, und t; (von 17 h bis 393 h) wurden nur
16.5 £ 5.1 yg CHX gemessen. Vergleichend hierzu waren es 213.6 £ 46.4 ug
aus den 24 h beladenen Alginatpartikeln und 595.2 + 123.1 ug in der
Gelatinechip-Gruppe.
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Abbildung 48: Normierte CHX-Freisetzungsprofile bei unterschiedlicher Beladungszeit;
Normierte kumulative CHX-Freisetzung iiber 400h und 20h aus 200-400 ym groRen
Alginatpartikeln, beladen fiir 1 min, 30 min, 6 h und 24 h und Referenzgruppen Periochip und
Chlosite (Mittelwert  SD, n=5).[48]

3.4.7 Kombination verschiedener Partikelgrof3en

Um ein Freisetzungsverhalten zu erhalten, welches eine hohe initiale
Freisetzungsphase mit einer mdglichst langen verzogerten Freisetzung
kombiniert, wurden 50 ym und 200-400 um groRe Partikel in den
Verhaltnissen (30/70 w/w) und (50/50 w/w) gemischt und untersucht. Hierbei
traten geringere Standardabweichungen im Vergleich zu dem Gelatinechip
(bis zu 300 pg) auf (Abbildung 49). Dies spricht fur die Reproduzierbarkeit
bei der Probenpraparation der Alginatpartikel und einer wahrscheinlich
ungleichmaligen CHX-Beladung der Gelatinematrix des Periochips.
Insgesamt konnte eine Anpassung des verzogerten Freisetzungsverhalten
des Alginatsystems an das des Gelatinechips gezeigt werden. Tatsachlich
zeigte die Partikelkombination (50/50 w/w) mit dem héheren Anteil der 50 um
Partikel eine leicht erhdhte initiale Freisetzung (t=0-1.5 h) verglichen mit der
(30/70 wiw)-Komposition. Dennoch zeigten alle Gruppen in der frihen

Beobachtungsperiode(t;)) ahnliche Freisetzungsverhalten (p=.967, Abbildung
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49). Nach 393 h zeigte sich eine Gesamtmenge an CHX fir die Gruppe
(50/50 w/w) von 1492.1 + 122.3 ug, fur die Gruppe (30/70 w/w) von 1237.4 +
102.7 pg und fur den Gelatinechip von 1236.9 + 280.4 ug (Abbildung 50). In
diesem Zeitraum wurde mehr als 50 % des Gesamt-CHX aus den
alginatbasierten Kompositionen freigesetzt. Nach 17 h
Beobachtungszeitraum hatte der Gelatinechip ebenfalls schon mehr als 50%
CHX freigesetzt. Bis zu dem Zeitpunkt t=150 h hatten sowohl die
Alginatkombinationen (30/70 w/w) und (50/50 w/w) als auch der Gelatinechip
ungefahr die gleichen Mengen an CHX freigesetzt (1079.8 + 100.7 pg,
1336.9 + 122.9 pg und 1083.3 £ 296.4 ug, p=.065). Nach dieser Zeit zeigten
die Graphen einen ahnlichen Verlauf. Freisetzungsmengen von
1576 £23.5pug (30/70 w/w), 155.2+14.7pug (50/50 w/w) und
153.5+£35.8 ug (Gelatinechip) wurden gemessen. In der mittleren
Beobachtungsphase (tn) zeigte der Gelatinechip die effektivste Freisetzung
mit 472.2 £ 97.4 ug CHX, welche nahezu doppelt so hoch wie in beide

Alginatgruppen war (p<.001, Abbildung 49).
1800
1600
g 1400
[}
@ 1200 —
[
) -
P 1000 =
2 800 {
[ <
=
5 600 ¢ ‘
= I
o
g 400 “
® 1 =6=US 50um/200-400um (50/50, wiw)
3 200 ——US 50um/200-400um (30/70, wiw)
S Periochip
o 0 ®
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Time [h]

Abbildung 49: CHX-Freisetzungprofile von Partikelkombinationen; Kumulative CHX-Freisetzung
tiber 400 h aus Alginatpartikelkombinationen der GroRen 50 pum und 200-400 pm im Verhaltnis
30/70 w/w und 50/50 w/w verglichen mit Periochip (Mittelwert * SD, n=5).[48]
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Abbildung 50: Initiale CHX-Freisetzungprofile von Partikelkombinationen; Kumulative CHX-
Freisetzung iiber 20 h aus Alginatpartikelkombinationen der Gr6Ben 50 pm und 200-400 ym im
Verhéltnis 30/70 w/w und 50/50 w/w verglichen mit Periochip (Mittelwert £ SD, n=5).[48]
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4 Diskussion

4.1 Partikelproduktion

4.1.1 Alginate und deren Verwendung als Drug-Delivery-Devices

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, stellen sich folgende Anforderungen
an ein parodontales Releasing-System: Applikation und Stabilitat in der
Tasche, Erreichen einer wirksamen Konzentration sowie ein ausreichend
grolRes Reservoir an Wirkstoff zum Erreichen einer wirksamen Konzentration
uber eine langere Zeit. Dies alles verbunden mit einer guten
Biodegradierbarkeit und hohen Biokompatibilitat.[22], [46]

Die anatomischen Strukturen der parodontalen Tasche geben hierbei die
mogliche Grole und Applikationsmenge eines DDD vor: Fur die Verwendung
in der parodontalen Tasche (vergleiche Abbildung 51) ist der Einsatz von
Mikropartikeln mit einer maximalen Grole von 600 um moglich. Je nach
Entzindungsgrad weist die parodontale Tasche eine unterschiedliche
Zuganglichkeit auf. Eine entzundungsfreie Zahnfleischtasche weist eine
Sondierungstiefe von bis zu 3 mm auf. Diese wird im klinischen Alltag mit
einer 0,5 mm dicken Sonde ermittelt.[52] Hieraus ergeben sich ungefahre
Male einer gesunden Zahnfleischtasche von 3 mm x 0,5 mm zirkular um
einen Zahn herum. Bei Besiedlung der Zahnoberflache durch Bakterien
werden die lokalen Gewebe durch initiale Entzindungsreaktionen gelockert.
Dies ist vor allem vor allem auf den Verlust von kollagenen Fasern
zuruckzufuhren.[53] Dies resultiert in einer Vergrollerung der
Sondierungstiefe, wodurch das Volumen zur Aufnahme von lokal applizierten
Medikamenten ebenfalls steigt.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung einer parodontalen Tasche mit Aufnahme eines
Periochips (gelb) und eines gelférmigen Drug-Delivery-Systems (blau)

Will man eine prophylaktische Anwendung ermdglichen, so muss das
Medium moglichst flexibel in der parodontalen Tasche verteilt werden
konnen. Betrachtet man hierbei den Periochip, so erkennt man, dass dieser
bedingt durch die Form und GrélRe (4 mm x 5mm x 0,35 mm) erst ab
Sondierungstiefen von 5 mm effektiv eingesetzt werden kann. Ab dieser
Sondierungstiefe liegt in der Regel schon eine Destruktion von parodontalen
Geweben vor. Somit scheint die Verwendung eines spritzbaren Systems
vorteilhaft. Je kleiner die Partikel sind, desto einfacher wird eine Verteilung in
der parodontalen Tasche mdglich sein. Aus diesem Grund wurden Alginat-

Mikropartikel als Tragersystem fur die weiteren Untersuchungen gewahit.

Alginate werden, wie eingangs beschrieben, in der Medizin und der
Zahnmedizin seit langer Zeit bei vielseitigen Anwendungen in verschiedenen
jeweils adaptierten GréRBen und Formen verwendet. Der Einsatz von
Alginaten ist flexibel, sicher und kostengunstig.

Alginatpartikel kbnnen auf verschiedene Art und Weisen hergestellt werden.

Je kleiner die gewinschten Partikel sein sollen, desto aufwendiger werden
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die Verfahren. Hier sind Tropfverfahren, verstarkt durch elektrische Ladung
und Luftstrome, vibrationsunterstitzte Verfahren und modifizierte Jet-Cutting
Verfahren zu nennen.[54] Weitere Moglichkeiten der Air-Atomisation[55], des
Flussigkeitsdruckverfahren[56] und der Verwendung von Microfluid
Apparaten[36] werden aktuell weiterentwickelt und ermoglichen es immer

kleinere Partikel herzustellen.

4.1.2 Ultraschallaktivierte Herstellung
Die Entwicklung der Verfahren zur Herstellung von Alginatpartikeln beruht

auf der Basis einer lonenquervernetzung und dem Austausch multivalenter
lonen.[25] Dies geschieht bei den hier genannten Verfahren durch den
Austausch der Na*- durch Ca*-lonen. Die Herstellung der Alginatpartikel
mittels Ultraschallaktivierung, wie in dieser Arbeit untersucht, ist eine bisher
wenig beschriebene Methodik. Mittels Ultraschallaktivierung konnen jedoch
kleinere Tropfen als mit klassischer Luftzerstdubung generiert werden, wie
von Rajan et al. gezeigt wurde. Sie erschienen daher in Hinsicht auf das Ziel,

moglichst tief zu applizierende Mikropartikel herzustellen, vorteilhaft.[57]

Die entwickelte und im Vorfeld beschriebene Methodik verwendet
Ultraschallenergie eines dentalen Ultraschall-Scalers, um die Alginatlosung
zu zerstauben. Die Ergebnisse zeigen die Moglichkeit einer reproduzierbaren
Herstellung von Alginatpartikeln. Ahnlich dem Verfahren von Cascone et
al.[58] findet die Vernetzung durch einen lonenaustauch in der CaCly-Losung
statt. Durch die Versuche konnte gezeigt werden, dass die Ultraschallenergie
des dentalen Scalers ausreicht, um Alginatldsungen bis zu einer
Konzentration von 3 % erfolgreich zu zerstauben. Die einheitlichsten Partikel
wurden mit der 2% und 3%igen Alginat Losung (siehe Abbildung 14 und 15)
in Kombination mit einer 3%igen CaCl,-Ldsung erzielt (83 % runde Partikel).
Tropfenformige Partikel konnten besonders bei der Verwendung niedrig
konzentrierter CaCl,-LOsung gewonnen werden. Dies ist auf eine veranderte
Vernetzung der Alginatoberflache bei dem Auftreffen auf die CaCl,-Losung

zurtckzufuhren.

Vergleicht man die Homogenitat und Vorhersagbarkeit der Partikelformen mit
anderen Herstellungsverfahren wie dem Emulsionsverfahren nach Poncelet
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et al.[51] oder der Verwendung von Microfluid-Verfahren nach Liu et al.[36]
zeigten sich weniger runde und vorhersagbare Partikelformen. Mittels
Emulsionsverfahren konnten allerdings fur die weiteren Versuche nicht
ausreichend 50 ym grof3e Partikel erzeugt werden. Das Microfluid-Verfahren
bedingt einen deutlich komplexeren Umfang und einen deutlich hoheren
materiellen und finanziellen Aufwand. Eine modgliche ungleichmaligere
Freisetzung oder Beeinflussung des Freisetzungsverhalten durch die
Tropfenform im Vergleich zu runden Partikeln erschien dem Autor als

vernachlassigbar.

Das von uns beschriebene Verfahren erlaubt es, sehr kosten- und
materialeffektiv Alginatpartikel in einer durchschnittlichen GroRe von 50 pm
(30-150 pm) herzustellen und zu reproduzieren. Eine Grdlensortierung ist

durch die Verwendung von Sieben moglich.

4.1.3 Beladung der Partikel mit CHX
Die Beladung der Alginatpartikel konnte nur durch Diffusion erzielt werden.

Vorversuche, Alginatldsungen direkt mit CHX anzusetzen, wie durch Silva et
al.[38] beschrieben, scheiterten. Hierbei kam es bei Kontakt der CHX-Ldsung
sofort zu einer Gelbildung des Alginats (siehe Abbildung 8). CHX ist ein
mehrfach positiv geladenes Molekul. Daher erfolgt bei Kontakt mit dem
Alginat ein Austausch der Na-lonen und eine Vernetzung wird initiiert. Dieser
Effekt sollte genutzt werden, um Na-Alginattropfen direkt in der CHX-LOsung
zu vernetzen. Es entstanden keine einheitlichen Partikel und von einer
weiteren Verwendung musste abgesehen werden. Weitere Versuche CHX
durch Ultraschallvermischung in die Alginatlosung einzubringen, erwiesen

sich als nicht erfolgreich.

Bei den Versuchen, gefriergetrocknete Partikel durch Quellung in CHX-
Losung zu beladen, stellte sich ebenfalls keine erfolgreiche CHX-Aufnahme
in die Partikel ein. Wie in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
zu erkennen war, wurde nur eine geringe Quellung beobachtet. Jedoch
zeigte sich durch Lagerung der Partikel in CHX eine stabilisierende Wirkung

in Bezug auf die artifizielle Trocknung durch das Vakuum des ESEM.
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Aus dieser Uberlegung heraus wurden die Partikel fur die Beladung in
unterschiedlich konzentrierten CHX-L6sungen fur unterschiedliche Zeitraume
gelagert. Die Beladung durch Diffusion wird ebenfalls von Abruzzo et al.
verwendet, um z.B. CHX beladene chitosan- und alginatbasierte Delivery-
Devices herzustellen.[59] Die spateren Freisetzungsuntersuchungen zeigten,
dass schon eine kurze Verweildauer von einer Minute in der Losung zu einer
effektiven Beladung und Freisetzung fuhrt. Langere Beladungszeiten zeigten

hingegen ein verlangsamtes Freisetzungsverhalten.

4.2 Sulkusflussigkeit
Eine wesentliche Problematik bei der Applikation von Medikamenten im

Rahmen der parodontalen Therapie stellt das Herauswaschen dieser aus der
Zahnfleischtasche und somit der Verminderung der Konzentration durch die
gingivale Sulkusflissigkeit dar. Die Sulkusflussrate von gesunden mit 3-
8 ul/h unterscheidet sich von erkrankten Parodontien mit 137 ul/h.[45] Die
Sulkusflussigkeit wird nach Goodson et al in einer 5mm tiefen
Zahnfleischtasche bis zu 40 mal pro h erneuert.[46] Hierbei stellt die
verzogerte Freisetzung des beschriebenen Systems einen Losungsansatz
dar. Denn durch die kontinuierliche Freisetzung eines Medikamentes konnen
auch bei Herauswaschen wirksame Konzentrationen aufrecht erhalten

werden.

Dieses Herauswaschen zeigt die Notwendigkeit einer standigen Freisetzung
der lokal applizierten Medikamente auf. Es scheint sinnvoll, zuerst eine hohe
CHX-Dosis zu wahlen, um eine initiale Reduktion der pathogenen Bakterien
und somit auch der Entzindung zu erzielen. Dieses konnte durch den
Einsatz kleiner Partikel und durch kurze Beladungszeitrdume der
Alginatpartikel erzielt werden (vergleiche Abbildung 46, 47, 49, 50). Eine
reduzierte Entzindung wirde im Modell somit mit der Abnahme der
Sulkusflussrate einhergehen und als Konsequenz waren dann geringere

Dosen von CHX nd6tig, um die bakterielle Besiedlung zu stabilisieren.[60]

Es bedarf weiterer Untersuchungen, ob der Sulkusfluss ausreicht, um ganze
Partikel aus der Zahnfleischtasche heraus zu spuilen. Jedoch kdnnten die
Partikel fur die Erhohung der lokalen Stabilitat untereinander oder an lokalen
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Geweben mit weiteren Biomaterialen wie PLGA oder Chitosan, beschichtet
oder in diese eingebettet werden. Dies konnte, je nach Beschichtung, in
einer weiteren Verzogerung der Freisetzung und somit Steuerbarkeit, wie

von Matricardi et al.[61] gezeigt, resultieren.

4.3 CHX-Freisetzungsverhalten
Diese Untersuchung =zeigte, dass Alginatpartikel erfolgreich als

Freisetzungssystem fur CHX verwendet werden konnen. Bereits kurze
Beladungszeiten von nur einer Minute reichten aus, um effektive
Freisetzungsmengen zu erhalten. Langere Beladungszeiten resultierten in
einer verlangerten Freisetzung von CHX aus den Alginatpartikeln. Um eine
suffiziente Desinfektion der parodontalen Tasche zu erreichen, scheinen
hohe initiale Dosen von CHX vorteilhaft[18] und dies kdonnte mit kleineren
Partikeln erzielt werden. Grof3ere Partikel setzten hingegen langsamer und in
hoherer Dosis CHX frei und konnten somit die Wirkung des CHX deutlich
langer aufrecht erhalten. Kombinationen von  unterschiedlichen
PartikelgroRen wie 50 ym und 200-400 ym veranderten wiederum das
Freisetzungsverhalten. Durch die Auswahl dieser Parameter konnte das
Freisetzungsverhalten kontrolliert und angepasst werden. Die Grolde der
Partikel lassen eine Applikation und Verteilung in der Zahnfleischtasche, wie

bereits gefordert, zu.

4.3.1 Vergleich der Biomaterialien PLGA und Alginat
Zwei verschiedene Biomaterialien wurden im Vorfeld untersucht, um eine

geeignete Mikropartikel-Matrix fur die Freisetzung von CHX zu etablieren.
Silva et al. zeigten in Studien geeignete biochemische und biophysikalische
Eigenschaften wie  Degradation und Biokompatibilitdt fur die
zahnmedizinische Verwendung von Alginat als Drug-Delivery-Depot.[38]
PLGA zeigt ahnliche, aber keine uberlegenen, Freisetzungs- und
Biokompatibilitatscharakteristika im Vergleich zu Alginat.[62] Jedoch wurde in
den Freisetzungsuntersuchungen bis zu 40% weniger CHX aus den PLGA-
Beads freigesetzt, weshalb Alginat fur die weiteren Untersuchungen

favorisiert und auch verwendet wurde.
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4.3.2 Chlorhexidin zur lokalen Applikation
Aus den eingangs dargestellten und hier vertieften Grunden wurde fur die

Beladung der Tragermaterialien sowie fur die Untersuchungen zum

Freisetzungsverhalten Chlorhexidin als Inhaltsstoff der Partikel gewahlt.

CHX ist ein mehrfach positiv geladenes Molekiil. Uber diese Ladung besitzt
es die Moglichkeit sich an negativ geladene Oberflachen wie bakteriellen
Zellwanden zu binden. Ebenfalls bindet CHX an die Oberflachen von
Schleimhauten, Zahnen — und sogar an die Pellicel und Speichel.[18]

Rolla beschrieb 1975 drei mogliche Mechanismen der Plaguehemmung:
Hemmung der Pellicelbildung durch Einfluss auf Glycoproteine im Speichel,
bakteriostatische Hemmung durch Bindung an die Bakterienmembran und
durch Komplexbildung der im Speichel bestehenden
Agglutinationspartikel.[63], [18]

Jenkins zeigte 1988 in vivo die Wirksamkeit der Plaguehemmung einer 0,2%
lokal applizierten und zur Spulung der gesamten Mundhohle angewendeten
CHX-Losung an Schmelz-Plattchen. Er schlussfolgerte, dass der
Gesamteffekt sich aus einer sofort wirksamen bakteriotoxischen und einer
verzogerten bakteriostatischen Wirkung, an der Oberflache des Pellicel,
zusammensetzt.[64] Diese Zusammenhange zeigen die sogenannte
Substantivitat des CHX und begrinden eine verlangerte Wirkdauer des
Medikaments in der Mundhohle.[18]

Betrachtet man den plaquehemmenden Mechanismus des CHX genauer, so
kann man erkennen, dass die Wirkung von geringen Mengen CHX ausreicht,
um die dem Zahn oberflachlich aufgelagerten Bakterien zu hemmen. Uber
eine  mit der Zeit steigende Konzentration wird somit ein
bakterienhemmender Zustand geférdert werden. Daher sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit hohe initiale Dosen vorteilhaft und danach auch gering
steigende Freisetzungen immer noch effektiv. [18]

Fur die Anforderungen an ein Drug-Delivery-Device nach Greenstein et al.,
namlich eine langfristige Aufrechterhaltung einer wirksamen Konzentration

des verwendeten Medikamentes, zeigt sich hier CHX im Vorteil gegenuber
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moglicher Antibiotika. CHX wirkt direkt an den Zellwanden der Bakterien und
somit deutlich schneller als z.B. Tetrazykline, welche die Proteinsynthese
inhibieren. Hierfur bedarf es auch einer langeren Wirkungsperiode.[22] Wie
eingangs erwahnt, bietet CHX noch einen weiteren, fundamentalen Vorteil
gegenuber dem Einsatz von Antibiotika: Bislang konnte keine Ausbildung
von Resistenzen beobachtet werden. Angesichts der globalen Zunahme
solcher Resistenzen und den bereits besorgniserregenden Zahlen an
multiresistenten Erregern wie MRSA oder 4MRGN ist dies sicherlich
begrulRenswert.[65]

Die Freisetzung von CHX wird nicht nur in der Mundhohle und dem Parodont
angewandt, sondern auch um eine bakterielle Besiedlung von Geweben in
anderen Bereichen zu verringern. Zur CHX-Freisetzung aus Alginat
existieren allerdings nahezu keine Untersuchungen. Lediglich Verwendungen
zur Wundheilung und vaginale Applikationen wurden bislang untersucht.[66],
[67] Abruzzo et al., entwickelten beispielsweise ein Freisetzungssystem aus
Chitosan und Alginat fur vaginale Anwendungen.[59]

Fir eine intraorale Anwendung untersuchten Silva et al. mehrlagige CHX-
haltige Membranen.[38] Garner et al. beschrieben die Verwendung von CHX-
beladenen Hexametaphostphat-Nanopartikeln in der Mundhohle.[68]
Soriano-Souza et al. verwendeten CHX-beladene Hydroxylapatitpartikel um
osteokonduktive Eigenschaften zu untersuchen.[69] Hierbei wurde versucht
unterschiedliche Effekte wie Desinfektion und Regeneration zu kombinieren.
Im Rahmen der Wundheilung zeigten Jiang et al. ebenfalls regenerative
Potentiale von platelet-growth factors in Kombination mit CHX-Freisetzung
aus PLGA MikropartikeIn.[70] Ahnliche duale Applikationsformen kénnten

ebenfalls bei Verwendung von Alginat als Tragermaterial realisiert werden.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen aus Sicht des Autors
vielversprechende Madglichkeiten, die lokale Freisetzung von CHX aus
Alginatpartikeln in die Parodontitistherapie zu uberfuhren. Inwieweit die
intraorale Anwendung dieser These standhalt, mussen letztendlich klinische
Studien zeigen.
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4.3.3 Vergleich der Referenzmaterialien
Das Xanthan-basierte Gel Chlosite enthalt nach Herstellerangaben 1,5%

CHX insgesamt. Dies entspricht bei einer Probenmasse von 10 mg 150 ug
CHX. Mittels HPLC-Technik konnten nur 103 pug detektiert werden. Hiervon
wurden bereits in den ersten 10 h 83 ug freigesetzt. Verglichen mit einer
Gesamtfreisetzung von 1,2 mg aus dem Gelatinechip ist dies ein 12-fach
kleinerer Anteil. Das System (Chlosite) ist somit den Sustainable-Release-
Devices zuzuordnen. Allerdings wurde ebenfalls nur ca. die Halfte des
eigentlich beinhalteten CHX (2,5 mg) aus dem Gelatinechip gemessen.
Hierbei lagen deutliche Unterschiede der einzelnen Proben vor (1040-
1706 ug). Dies spricht flr eine uneinheitliche Verteilung des CHX im
Gelatinechip.

Deutlich geringere Abweichungen wurden bei den Alginatpartikel festgestellt.
Vergleicht man nun die Gesamtanteile der beiden Partikelkombinationen
(50/50 w/w) und (30/70 w/w) der 50 um und 200-400 um grofden
Alginatpartikel, zeigen sich ahnliche Anteile mit 1,5 mg und 1,2 mg. Ein
Unterschied der Releasing-Charakteristik liegt in der anfangs deutlich
hoheren Freisetzung der Alginatpartikel. Dies ist auf oberflachlich adharentes
CHX zurlckzufuhren. Dies bedingt ebenfalls, durch den hoheren Anteil an
50 ym groflen Partikeln und deren gréRerer Oberflache, die grdlere
Gesamtmenge an CHX der 50/50 w/w-Gruppe. Ab dem Zeitpunkt von 150 h
zeigen die Alginat-Partikel-Kombinationen eine &ahnliche Freisetzungsrate
wie der Gelatinechip.

Betrachtet man eine mogliche klinische Anwendung, so konnte man die
Alginatpartikelkombinationen mit dem Gelatinechip vergleichen. Dieser
gelatinebasierte Chip zeigt eine erfolgreiche klinische Anwendung als Drug-
Delivery-System fur CHX in der parodontalen Tasche, wie von Soskolone et
al. und Kalsi et al. gezeigt wurde.[39], [71]

Die Freisetzungsprofile des Gelatinechips und der Alginatpartikel-
Kombinationen unterscheiden sich vor allem in der friihen und der mittleren

Freisetzungsphase. Annahernd gleiche Freisetzungsraten zeigen diese
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Gruppen in den spaten Phasen. Somit konnte durch die Wahl
unterschiedlicher Grofien der Alginatbeads die CHX-Freisetzung modifiziert
und kontrolliert werden. HOhere initiale CHX-Mengen scheinen von Vorteil fur
die Desinfektionswirkung der parodontalen Tasche zu sein und sprechen
somit fur eine vorteilhafte Eigenschaft der Alginatpartikel.[18]

4.4 Vorteile und klinische Anwendungsmoglichkeiten des

Alginatpartikelsystems
Die Anforderungen von Goodson und Greenstein an ein dentales Drug-

Delivery-System wie Erreichen des Wirkortes durch geeignete Applikation,
geeignete und anhaltend hohe Wirkkonzentration und die Positionsstabilitat

in der Tasche kdnnen mit dem untersuchten System realisiert werden.

Die Mdoglichkeit der Applikation der Alginatpartikel Uber ein Injektionssystem
stellt klinsich eine deutlich einfachere Form dar als das Platzieren eines
starren Chips in einem schwer zuganglichen Bereich wie einer
Zahnfleischtasche. Dies konnte den Einsatz in grof3eren Patientengruppen
ermoglichen. Denn der Gelatinechip bedarf zur Applikation eine
fortgeschrittene Destruktion der parodontalen Gewebe (Sondierungstiefe
>5mm), die Alginatpartikel kdnnten im Gegensatz dazu schon in deutlich
flachere Taschen appliziert werden.[68] Somit ware eine prophylaktische

Gabe moglich und eine protektive Wirkung zu erwarten.

Vergleicht man den Nutzen von CHX freisetzenden Produkten in klinischen
Studien, so scheinen diese Vorteile vielversprechend fur die Umsetzung des
Alginat-Releasing-Systems in den klinischen Alltag.[72], [73] Die klinischen
Ergebnisse zeigen fur den Gelatinechip und das Xanthangel einen Nutzen,
wenn es zusatzlich zur mechanischen Reinigung angewendet wurde.[74] So
konnte in einer Studie unter Verwendung des Xanthangels ein bis zu 0,9 mm
grol3er Attachmentgewinn der parodontalen Geweben gezeigt werden.[19] In
einer Metaanalyse mit zehn eingeschlossenen Studien liegt der
durchschnittliche Gewinn von Attachment bei der zusatzlichen Verwendung
von dem Gelatinechip bei 0,22 mm und die Reduktion der parodontalen

Tasche bei 0,3 mm im Vergleich zur alleinigen mechanischen Reinigung.[74]
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Die Verwendung von anderen lokalen applizierten antibakteriell wirksamen
Medikamenten zeigt ebenfalls ahnliche Ergebnisse wie die Verwendung der
CHX-basierten Produkte.[74]-[76] Im Rahmen der unterstutzenden
Parodontitistherapie (UPT) zeigten Tonetti et al. einen prophylaktischen
Nutzen der antibakteriellen Drug-Delivery-Device bei der Applikation in
ST =25mm.[43] Eine mechanische Reinigung ist auch vor der Applikation
eines antibakteriellen Stoffes in die Zahnfleischtasche sinnvoll. Hierbei
werden die komplexen Biofilme zerstort und die Wirkung der Medikamente
ist deutlich verbessert. Dies ist besonders bei der systemischen Gabe von

Antibiotika, wie von Herrera et al. gefordert, unumganglich.[77]

Eine weitere Starke des Alginatsystems liegt darin, dass es moglich ist in
vivo unterschiedliche Freisetzungsgrade von Medikamenten zu erzielen. In
akuten Entzidndungsphasen konnte zum Beispiel der Einsatz von hohen
initialen Konzentrationen fur einen relativ kurzfristigen Zeitraum von einigen
Tagen sinnvoll sein, um somit die Symptome zu reduzieren. Fir eine
Pravention der  bakteriellen Besiedlung und unterstutzenden
Desinfektionswirkung nach einer mechanischen Parodontitistherapie konnten
langerfristig wirkende geringere CHX-Dosen vorteilhaft sein.[18]

Diese Moglichkeiten erlauben einen patientenadaptierten und individuell
angepassten Einsatz in Form eines modular veranderbaren Systems. Diese
patientenorientierten Modifikationen konnten sogar wahrend der Behandlung
(Chairside) mit dem untersuchten Alginatsystem angepasst werden. So
konnen die Freisetzungscharakteristika der Alginatpartikel, wie beschrieben,
durch die Wahl der PartikelgroRe, der Beladungszeit, der verwendeten CHX-
Konzentrationen und durch die Kombination dieser Partikel gesteuert
werden. Das Beladen der 200-400 ym grof3en Partikel von nur einer Minute,
wurde eine effektive CHX-Freisetzung fur die Behandlung von akuten
parodontalen Entziindungen erreichen (minimale Hemmkonzentration MHK
fur Porphyromonas gingivalis 62 ug/ml).[78] Partikel mit einer langeren
Lagerungszeiten in CHX und Kombinationen von verschieden grofen
Partikeln konnten praventiv gegen eine Rekontamination der parodontalen
Tasche eingesetzt werden. So Uberschritt die CHX-Freisetzung aller
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Partikelgruppen nach 150 h die minimale Hemmkonzentration fur die meisten

parodontal-pathogenen Bakterien.

Eine daruber hinausgehende Anpassung des Systems an den individuellen
Entzindungsstatus des Patienten ergibt sich durch die Vielfaltigkeit des
Alginats. Nach einer ersten Entzindungshemmung durch Desinfektion
konnte sich eine Modulation der Entzindung durch Freisetzung weiterer
Wirkstoffe anschlieRen.[79] Die mdgliche Freisetzung von probiotischen
Bakterien[80], Wachstumsfaktoren[81], Stammzellen[82] oder anderen
Proteinen[83] aus Alginatpartikeln stellen weitere Maoglichkeiten dar, die
Regeneration und Heilung in der Parodontitistherapie zu fordern.

Eine Ubertragung in die klinische Anwendung scheint durch Vorteile wie ein
flexibles und  adaptierbares =~ Anwendungssystem  bei  geringen
Produktionskosten vielversprechend zu sein. Durch die genannten
Eigenschaften des Alginattragersystems konnte sich dieses therapeutische
Spektrum erweitern lassen. Inwieweit Lagestabilitat und das Degradation
sich in vivo verhalten, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Die
Therapiemoglichkeiten des Systems wund die daraus resultierenden
Therapieeinsatze mussen in weiteren experimentellen Studien erprobt und

anschlieRend in randomisierten klinischen Studien (RCT) bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

Die Parodontitis beschreibt eine der haufigsten chronischen Erkrankungen
weltweit mit einer zunehmenden Behandlungsnotwendigkeit auf Grund von
Interaktionen mit Allgemeinerkrankungen wie z.B. dem Diabetes mellitus.
Hauptziel der Parodontitistherapie ist die Beseitigung der schadlichen
bakteriellen Plaque auf den Wurzeloberflachen und die Stabilisierung einer
gesunden Mundflora. Durch den stetigen Fluss der Sulkusflussigkeit aus der
parodontalen Tasche ist eine lokal medikamentds unterstitzende Therapie
nur durch verzogerte Freisetzung moglich. Hierfur konnen sogenannte Drug-
Delivery-Systeme verwendet werden. Chlorhexidin zeigt eine sehr gute
Hemmung der Biofilmbildung und wird daher seit vielen Jahren in der
Zahnmedizin zur Hemmung der Plaquebildung eingesetzt. Eine kontrollierte
Freisetzung von Chlorhexidin aus Alginat-Mikropartikeln fur einen moglichen
Einsatz in der Parodontitistherapie sollte im Rahmen dieser Arbeit in vitro

untersucht und entwickelt werden.

Nach der Testung geeigneter Herstellungsverfahren von Alginatpartikeln
einer  GroRenordnung  von 30-400 pm  wurde  ein eigenes
Herstellungsverfahren (Ultraschallverfahren) entwickelt und auf Eignung zur
Gewinnung von durchschnittlich 50 um gro3en Partikeln getestet. Zur
Herstellung groRerer Partikel wurde auf ein zweites Verfahren
(Emulsionstechnik) zurtckgegriffen. Die Beladung der Partikel wurde Uber
Diffusion ermdglicht. Mittels HPLC-Methode wurde die Freisetzung des
Chlorhexidin tber 600 h in vitro aus unterschiedlichen Proben gemessen und

mit klinisch verwendeten Produkten verglichen.

Es zeigte sich eine steuer- und kontrollierbare Freisetzung aus den
verschiedenen Alginatpartikeln. Einfluss auf die Freisetzung haben die
Grolle der Partikel, die Beladungszeit, die Konzentration der verwendeten
Chlorhexidinlosungen und die Verwendung von Kombinationen der Partikel.
Effektive Hemmkonzentrationen gegen klassische parodontal-pathogene

Keime konnten mit dem untersuchten System erzielt werden. Durch die
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Verwendung dieser Parameter konnte ein System etabliert werden, welches
den Anspruchen eines parodontalen Drug-Delivery-Systems gerecht wird.
Die Maoglichkeiten, aus Alginatpartikeln eine Vielzahl an Stoffen freisetzen zu
konnen, versprechen weitere Entwicklungen im Rahmen eines patienten-

individualisierbaren  Freisetzungssystems in der Parodontitistherapie.
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7.5 Thesen

1.

Durch den Einsatz von Drug-Delivery-Systemen, wie in dieser Arbeit
untersucht, kdbnnen Medikamente Uber mehr als 24 Stunden in einer
Zahnfleischtasche kontrolliert freigesetzt werden. Daraus resultiert
eine verlangerte Wirkdauer gegenuber einer konventionellen

Applikation.

Alginatpartikel konnen durch verschiedene Verfahren hergestellt
werden. Mit den untersuchten Verfahren konnen Partikel
unterschiedlicher GroRe erzeugt werden. Fur eine Klinische
Anwendung eignen sich vorzugsweise Partikel von 30-400 pm.

Alginatbasierte Mikropartikel konnen mit Chlorhexidin beladen werden
und eignen sich als Tragermaterial zur Freisetzung von Chlorhexidin

in Form eines Drug-Delivery-Systems.

Die Freisetzung von Chlorhexidin ist durch die Wahl von
Partikelparametern, wie PartikelgroRe, Beladungszeit, Chlorhexidin-
Konzentration und Partikelkombinationen, steuer- und kontrollierbar.

Alginatpartikel verteilen sich bei der Applikation auch in komplexen
Morphologien parodontaler Defekte. Durch die Kontrollierbarkeit der
Chlorhexidin-Freisetzung ist eine patientenindividualisierte
Parodontitistherapie moglich.
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