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1. Einleitung

1.1 Parodontitis

Parodontitis bezeichnet eine bakterielle Infektion des Zahnhalteapparats. Archaologi-
sche Funde belegen, dass diese oft chronisch verlaufende Erkrankung bereits bei den
Neandertalern und im alten agyptischen Volk auftrat [1]. Heute zahlt Parodontitis zu den
weltweit haufigsten Krankheiten und ist neben Karies eine der Hauptursachen fir Zahn-
verlust. In Deutschland ist laut der fiinften Mundgesundheitsstudie fast jeder zweite jin-
gere Erwachsene von einer parodontalen Erkrankung betroffen [2]. Weltweit, so zeigen
neuere Schatzungen, ist das Ausmal} im letzten Jahrzehnt groRer als vermutet. Dem-
nach waren zwischen 2011 und 2020 etwa 62 % der globalen Bevdlkerung von einer
moderaten und 23,6 % von einer schweren parodontalen Erkrankung betroffen [3]. Men-
schen in einkommensstarken Landern sind dabei haufiger betroffen als Menschen in

Landern mit niedrigem Einkommen [4].

Abbildung 1: Rickgang des Alveolarknochens an

Zahn 31 als Folge einer Parodontitis

Aufgrund anatomischer Gegebenheiten ist das Parodont eine der Regionen, an denen
eine besonders rasche Penetration von Bakterien in das Gewebe erfolgen kann [5]. Das
klinische Bild der Parodontitis ist gekennzeichnet durch eine fortschreitende entzindli-
che Destruktion des Zahnhalteapparats, welche sich als Immunanwort des Gewebes auf
Bakterien an der Zahnoberflache verstehen lasst. Greift die Entziindung auf tiefere
Strukturen Gber, kommt es zur Ausbildung einer gingivalen Tasche und dem Abbau des
Alveolarknochens (Abbildung 1). Diese Prozesse, auch als klinischer Attachmentverlust
bezeichnet, kbnnen ohne eine adaquate zahnarztliche Behandlung in Lockerung der

Zahne und deren Verlust resultieren [6]. Zahnverlust wiederum hat bei vielen Menschen
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eine Verschlechterung der Kau- und Sprechfunktion sowie asthetische Beeintrachtigun-
gen zur Folge. Die Konsequenzen sind weitreichend. So kann ein ungentigender Zahn-
ersatz, der mdglicherweise infolge angefertigt wird, die Lebensqualitat stark einschran-
ken [7].

Es ist allgemein bekannt, dass Parodontiden eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
reprasentieren. Die gelaufigen Formen beruhen jedoch auf einer gemeinsamen Kette
pathogenetischer Ereignisse. Es ist hervorzuheben, dass die klinische Auspragung maf3-
geblich durch den individuellen Immunstatus des Patienten, durch genetische Dispositi-
onen sowie durch externe Risikofaktoren beeinflusst wird [8]. Es besteht beispielsweise
ein evidenter Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus Typ 2 und Parodontitis. In der
globalen Klassifikation der Parodontalerkrankungen wird Diabetes deshalb auch als Ri-
sikofaktor fur Parodontitis berticksichtigt. Weiterhin kann Rauchen und Tabakkonsum
als verhaltensbedingter Faktor ein 2- bis 5-fach hoheres Risiko fur die Erkrankung be-
deuten [9]. Zahlreiche Belege gibt es weiterhin fir die Assoziation von Herzkreislaufer-

krankungen mit parodontalen Erkrankungen [10, 11].

Die Parodontitis entwickelt sich in der Regel aus einer Gingivitis, einer reversiblen Ent-
zindung des Zahnfleisches. Diese stellt eine physiologische Abwehrreaktion des Kor-
pers gegen pathogene Mikroorganismen dar, die auf der Zahnoberflache einen organi-
sierten Biofilm (Plaque) gebildet haben. Wird der bei jedem Menschen taglich neu ent-
stehende Biofilm durch adaquate hausliche Mundhygiene und regelmafige professio-
nelle Plaque- und Zahnsteinentfernung eliminiert, kann schon die primare Gingivitis be-
herrscht und eine Heilung ad integrum stattfinden [6]. Die Besiedlung des Zahnes mit
nicht-pathogenen, kommensalen Bakterien ist physiologisch, zudem produzieren B-Zel-
len und Plasmazellen im gesunden Parodont genigend Antikorper, um eventuell ein-
dringende Bakterien abzuwehren [12]. Bei unzureichender Mundhygiene und langerem
Fortbestehen der Plaque, nimmt jedoch die Anzahl parodontopathogener Bakterien zu.
Das Mikrobiom verandert sein Spektrum von Uberwiegend aeroben grampositiven Bak-
terienstdmmen hin zu Uberwiegend anaeroben gramnegativen Bakterienspezies. Das
Vorhandensein von pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) auf den Bak-
terien sorgt Uber Rezeptoren von angeborenen Immunzellen fir die Aktivierung der
adaptiven Immunabwehr. Ein wichtiges Beispiel fur PAMPs ist das Lipopolysaccharid
(LPS), welches in der aulReren Membran gramnegativer Bakterien vorkommt und tber
Pattern Recognition Rezeptoren von Immunzellen erkannt wird. Die Bakterien erzeugen

Metabolite, auf die in das Parodont eingewanderte Entziindungszellen mit Ausschuittung
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proinflammatorischer Mediatoren und Zytokine reagieren. Die immunologische Beseiti-
gung der Noxen kann bei parodontalen Entziindungen jedoch kaum gelingen, da Bio-
filmbakterien weitestgehend resistent gegen Phagozytose und humorale Effektorprote-
ine sind [13]. Residente Fibroblasten, die im gesunden Parodont tGblicherweise Kollagen
fur den Zahnhalteapparat aufbauen, erzeugen als Reaktion auf die gestérte Gewebsho-
moostase Abbauenzyme, die zur Ausbildung einer gingivalen Tasche flhren. Diesen
komplexen Prozessen zugrunde liegt der Versuch des Organismus, sich gegen unkon-
trollierte Ausbreitung infektiéser Bakterien und ihren Virulenzfaktoren zu schitzen [13].
Die pathogene Plaque kann in ihrem Fortbestehen noch tiefer ins Parodont vordringen
und Uber Aktivierung von Osteoklasten zum entzindlichen Abbau des Alveolarknochens
fuhren, welcher in Zahnlockerung und -verlust resultieren kann [6]. Erschwert wird die
immunologische Abwehr zusatzlich durch komplexe Strategien der pathogenen Keime.
Porphyromonas gingivalis, einer der wichtigsten Markerkeime bei Parodontitispatienten,
enthalt beispielsweise Phosphatasen, die LPS in eine nicht-immunogene Form umwan-
deln kénnen. Dies beginstigt das Uberleben der Bakterien, da sie anschlieRend nicht
mehr adaquat von der korpereigenen Abwehr erkannt werden [14].

Der Schweregrad einer Parodontitis wird mithilfe von klinischen und réntgenologischen
Kriterien in vier Stadien von ,beginnend” bis ,sehr schwer“ beschrieben. Zudem wird
entsprechend der Progredienz die Einteilung in Grade vorgenommen (langsam - mode-
rat - schnell fortschreitend). Sofern bei einem Menschen mehr als 30% der Zahne vom
Ruckgang des Parodonts betroffen sind, wird von einer generalisierten Parodontitis ge-

sprochen [9].
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1.2 Therapie

1.21 Kausale Therapie

Zu den primaren Zielen der Parodontitistherapie zahlen die Reduktion der Entziindung,
eine Verkleinerung der parodontalen Taschen und die Verhinderung weiteren Attach-
mentverlusts. Von einer vollstandigen Regeneration des Parodonts kann in der Regel
nicht ausgegangen werden [6]. Die sogenannte subgingivale Instrumentierung, auch als
»ocaling and Root Planing® (SRP) bezeichnet, wird seit Jahrzehnten mit Erfolg als Gold-
standard bei Parodontitispatienten durchgefiihrt [15]. Mithilfe von scharfen Handkuretten
und/oder maschinellen Ultraschallsystemen entfernt der Behandler den auf der Wurzel-
oberflache befindlichen pathogenen Biofilm und Zahnstein. Es findet dabei gleichzeitig
eine Glattung der Wurzeloberflache statt [6]. Schwierigkeiten beim SRP, bei welchem
der Zahnfleischsulkus als Eingang zur Tasche genutzt wird, sind ein eingeschrankter
Zugang der Instrumente fir tiefe Taschen, Wurzelfurkationen und Wurzelkonkavitaten.
Auch Dentintubuli, kleinere Spalten und Hohlrdume auf der Wurzeloberflache lassen
sich schwer bearbeiten [16]. Im Gegensatz zum geschlossenen Verfahren, kann eine
Instrumentierung deshalb auch im offenen Verfahren unter Sicht mittels chirurgischer
Freilegung der Wurzeloberflaiche und anschlielender plastischer Deckung erfolgen.
Diese Intervention wird von Fachgesellschaften jedoch erst bei Taschentiefen =2 6 mm

oder bei refraktaren Fallen als indiziert angesehen [17].

Eine absolute Eliminierung der Bakterien ist unabhangig von der gewahlten Behand-
lungsmethode weder zu erreichen, noch flr den Behandlungserfolg notwendig [16]. Die
subgingivale Instrumentierung ist dennoch von entscheidender Bedeutung, da Biofilme
in vielerlei Hinsicht resistent gegenuber duferen Einwirkungen sind. Desinfektiva oder
Pharmaka kénnen nur begrenzt in den organisierten Verband der Mikroorganismen ein-
dringen. Das Hauptanliegen der Instrumentierung ist daher neben der Reduktion supra-
und subgingivaler parodontopathogener Keime, das Aufbrechen der Matrixstrukturen
des Biofilms. Der Vorgang fuhrt zu einer besseren Zuganglichkeit fur adjuvante Substan-
zen und letztlich zu einem verbesserten immunologischen Gleichgewicht im Parodont
[13].
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1.2.2 Adjuvante Therapie

Laut Untersuchungen findet an einer (freiliegenden) gesauberten Wurzeloberflache eine
rasche Rekolonisierung mit pathogenen Bakterien innerhalb von 3-6 Monaten statt [13].
In der Parodontitistherapie stellt die Anwendung adjuvanter Medikamente, die der me-
chanischen Instrumentierung stets erganzend zuzuordnen sind, einen Ublichen Ansatz
dar. Bei schnell voranschreitenden Parodontitiden werden systemische Pharmaka, wie
beispielsweise Antibiotika, eingesetzt. Allerdings bestehen dabei Bedenken bezlglich
unerwinschter Nebenwirkungen und der Entwicklung von Resistenzen auf globaler
Ebene [18]. Demgegenuber bieten lokal, d.h. in der Zahnfleischtasche applizierte Phar-
maka, Vorteile in Form von hoher Wirksamkeit am verabreichten Ort sowie dem Wegfal-
len systemischer Nebenwirkungen [6]. Ziele sind eine verbesserte Infektionskontrolle,
das Aufhalten der Gewebedestruktion und die Beeinflussung von Regenerationsprozes-
sen im Parodont [19]. Gangige Beispiele sind die subgingivale Anwendung von
Chlorhexidin als Antiseptikum sowie Arzneimittelsysteme mit antibiotischen Praparaten,
z. B. Doxycyclin. Im Verlauf der historischen Entwicklung wurden eine Reihe alternativer
Produkte als therapeutische MalRnahmen zur Behandlung von Zahnfleischentziindun-
gen eingesetzt. Dazu zahlen Enzyme, atherische Ole, Metallsalze, Ammoniumverbin-
dungen sowie Krauterextrakte. Die Effektivitat letztgenannter Produkte konnte in klini-
schen Studien jedoch nicht nachgewiesen werden [20]. Das Uber die letzten Jahrzehnte
neu erworbene Verstandnis der Pathogenese parodontaler Erkrankungen lasst neue
Praparate in den Fokus wissenschaftlicher Forschung ricken, die Entziindungen auf
zellularer Ebene modulieren konnen. Statine als Medikamentenklasse werden als neue,
hochwirksame zahnmedizinische Therapeutika vorgeschlagen, insbesondere fur Paro-
dontitispatienten [21]. Statine werden in der Medizin primar zur Behandlung von Patien-
ten mit erhdhten Cholesterinwerten eingesetzt. Sie haben aber auch wichtige pleiotrope
Wirkungen, darunter immmunmodulatorische, entziindungshemmende und antiresorptive
Eigenschaften [22]. In Studien konnte gezeigt werden, dass die lokale Anwendung von
Statinen, als Erganzung zur nicht-chirurgischen Parodontalbehandlung von tiefen Ta-
schen, zu einer statistisch signifikanten klinischen und réntgenologischen Verbesserung

von Knochendefekten im Vergleich zur alleinigen Instrumentierung fihren kann [19, 23].
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1.3 Parodontale Drug Delivery Systeme

Damit die oben beschriebenen lokalen Adjuvantien in der Zahnfleischtasche ihre opti-
male Wirkung entfalten kdnnen, ist die Verabreichung mittels eines geeigneten Medika-
mententragers (Drug Delivery Systems) notwendig. Die Medikamente wurden ohne Tra-
ger sonst leicht durch Speichel und Sulkusflissigkeit aus der parodontalen Tasche aus-
gewaschen werden. Das Prinzip von Drug Delivery Systemen beruht im Allgemeinen
darauf, dass Medikamente mit Hilfsstoffen kombiniert werden. Diese sorgen fiir eine
gleichmaRigere Freisetzung und Bioverfugbarkeit des eigentlichen Wirkstoffs und schuit-
zen es vor Abbau [24]. Hilfsstoffe Gben keine direkte therapeutische Wirkung aus. Je-
doch bestimmen Sie lber die Geschwindigkeit oder das Ausmall der Absorption des
Arzneimittels und kénnen somit seine klinische Wirkung potenziell beeinflussen. Auch
wenn die Entwicklung neuer Medikamententrager mit einem hohen Aufwand verbunden
ist, kdnnten diese aufgrund verbesserter pharmakologischer Profile letztlich eine kosten-

effizientere Alternative zu herkémmlichen Formulierungen darstellen [25].

Werden Drug Delivery Systeme so konzipiert, dass Arzneimittel sofort oder mit einer
Verzdgerung von weniger als 24 h freigesetzt werden, spricht man von ,Non-sustained*

oder ,Sustained-release Systemen® (Abbildung 2).

. sofortige Beispiele
Nonr-esll.el:tsaelned =  Freisetzung des
Wirkstoffes

Natiirliche Gele

Chlorhexidin Gel

N\

Verzdgerung der Metronidazol Gel

Sl;lesltea;z:d =  Freisetzung um
<24 h

[

Minocyclin Gel

Chlorhexidin Chip
—

Verzogerung der ——  Tetracyclin Fasern

c?;::;':d =  Freisetzung um
>24h

~—— Doxycyclin Paste

Abbildung 2: Einteilung parodontaler Drug Delivery Systeme mit Beispielen [20]
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Medikamententrager mit einer Verzdgerung von Uber 24 h, bei denen eine reproduzier-
bare Kinetik der Wirkstofffreisetzung erfolgt, werden als ,Controlled Release Systeme*
bezeichnet [26]. Hydrogele und Chips auf Polymerbasis haben ihren Nutzen in der Pa-
rodontologie als Controlled Release Systeme bereits unter Beweis gestellt. Auch die
Verwendung von Polymerfilmen, Fasern, vesikularen Systemen und Pasten wurden in
mehreren klinischen Studien erforscht [27, 28]. Die bestehenden Systeme weisen jedoch
Nachteile auf. So mussen z. B. Parodontalchips zum Teil manuell an die Grolke der
Zahnfleischtasche angepasst werden (z. B. 4 x 5 mm bei PerioChip®), was einen zeit-
aufwandigen Prozess darstellt. Pasten haben den Nachteil einer tendenziell schnellen
und insgesamt kurzzeitigen Freisetzung. Fruher verwendete Trager (wie z.B. Ethylvi-
nylacetatfasern) sind wiederum nicht biologisch resorbierbar und mussten durch den Be-

handler von Hand wieder entfernt werden [14].

In dieser Arbeit stehen Mikropartikel aus Alginat als Trager flr parodontale Medikamente
im Fokus, da sie biokompatibel und leicht zu applizieren sind. Durch ihre Grélie passen
sie in jede Zahnfleischtasche und kénnen dort optimal verteilt werden. Die mukoadhasi-
ven Eigenschaften des Alginats kdnnten auflierdem zu einer verlangerten Verweildauer
in der Zahnfleischtasche fihren [16]. Den Prozess, Arzneimitteln und andere funktionelle
Molekule in einem Material zu verpacken, um sie von der Umgebung abzuschirmen, wird
auch als Mikroverkapselung bezeichnet. Verfahren dazu sind in der pharmazeutischen
Produktion und in anderen Bereichen wie der Landwirtschaft und Lebensmittelindustrie
von grof3em Interesse [29—-31]. Betrachtet man die morphologischen Parameter von Mik-
rokapseln, so lassen sich diese in drei Kategorien einteilen (Abbildung 3). Unterschieden

werden einkernige und mehrkernige Kapseln von Matrixkapseln.

o’ :o o. .
':.'...'.‘o.'o Q
: o .:.: ': o 3o,
* " ot ® e,
..: ':..’0 ."o ':...o.
e, 3, e,
o * "'o.'.c.‘o
.

einkerniger Typ mehrkerniger Typ Matrixtyp

Abbildung 3: Typisierung von Mikrokapseln [32]
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Wahrend erstgenannte einen oder mehrere Hohlkammern mit Wirkstoffen innerhalb des
Materials aufweisen, so ist der Wirkstoff bei Matrixkapseln gleichmafig in einer Matrix
verteilt [32]. Dieses strukturelle Merkmal resultiert in einer vergleichsweise kontinuierli-
chen und gleichmalfigen Freisetzung von Arzneimitteln. Um diese Eigenschaft gezielt
zu nutzen, ist die Erzeugung von Mikropartikeln vom Matrixtyp ein zentrales Anliegen

dieser Arbeit.
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1.4 Ziel der Arbeit

In dieser experimentellen Studie wird die Entwicklung eines alginatbasierten Drug De-
livery Systems zur verzogerten Freisetzung (,Controlled release®) von Atorvastatin fur
den klinischen Einsatz in der Parodontaltherapie untersucht. Zu diesem Zweck wird die
von unserer Arbeitsgruppe zuvor beschriebene Praparationsmethode fur ultraschaller-
zeugte arzneimittelbeladene Mikropartikel [33] unter Zuhilfenahme eines Ultraschallpro-
zessors optimiert. Nach der Beladung der Partikel mit dem entziindungsmodulierenden
Medikament Atorvastatin erfolgt die praklinische Testung der Wirkstofffreisetzung. Daflr
wird die Freisetzung von Atorvastatin aus den Partikeln unter annahernd physiologi-
schen Bedingungen in-vitro (37 °C im Warmeschrank) unter Einfluss von kiinstlichem
Speichel mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) gemessen. Ein her-
kémmliches Hydrogel auf der Basis von Methylcellulose (MC-Gel) dient als Referenz-
system fir die Freisetzung von Atorvastatin. Um die Wirkstofffreisetzung kontrolliert auf
mehrere Tage auszudehnen, werden Parameter im Herstellungsprotokoll, wie die Parti-
kelgrofRe, Alginat- und Atorvastatinkonzentration variiert und der Einfluss auf das Frei-
setzungsprofil untersucht. In Folgeversuchen soll das Freisetzungsprofil von mit Divi-
nylsulfon kovalent vernetzten Partikeln analysiert werden. Es soll festgestellt werden, ob
durch die Verwendung eines zusatzlichen Vernetzungsmittels (Crosslinker) die Stabilitat
der Partikel erhdoht und damit die Wirkstofffreisetzung verlangert werden kann.
Ziel dieser Arbeit ist die Zubereitungstechnik fir Mikropartikel zu optimieren und ein Frei-
setzungssystem fir die subgingivale Anwendung von Statinen, insbesondere fiir Ator-

vastatin, zu entwickeln.
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2. Material und Methoden

Im Kapitel 2.1 werden die verwendeten Reagenzien und deren Herstellung detailliert
beschrieben und ihre Verwendung im Kontext dieser Arbeit begrindet. Das anschlie-

Rende Kapitel 2.2 dient der ausfuhrlichen Darstellung der angewandten Methoden.
21 Materialien

211 Alginat

Aufgrund seiner vielseitigen Eigenschaften hat sich Alginat als Biomaterial in zahlreichen
wissenschaftlichen und technischen Anwendungen bewahrt [34]. Alginate sind naturli-
che Polysaccharidpolymere, die aus Bakterien oder braunem Seetang isoliert werden.
Zur Gewinnung aus Seetang wird mithilfe einer alkalischen Lésung die Alginsaure extra-
hiert. Hinzugefluigte Mineralsduren wandeln anschlieRend die Sauren in ihre entspre-
chenden Salze um [26]. Alginate aus verschiedenen natirlichen Quellen unterscheiden
sich in ihrem Aufbau und ihrer Zusammensetzung. Im Allgemeinen handelt es sich um
lineare Copolymere mit Bldcken aus 1,4-verknlpften B-d-Mannuronat und a-I-Guluronat.
Die Mengenanteile des Guluronat und Mannuronat kénnen variieren, ebenso die Lange
der Blocke und die Reihenfolge der Guluronat- und Mannuronatreste. Fugt man einer
wassrigen Alginatldsung zweiwertige lonen (z.B. Ca?") hinzu, fiihrt dies zu einer Gel-
struktur. Die zweiwertigen Kationen binden sich vor allem ionisch an die Guluronatbl6-
cke. Diese wiederum gehen Verbindungen mit den Guluronatblécke benachbarter Poly-
merketten ein und ergeben die typische Vernetzung des Alginats in Form des sogenann-
ten ,Eierkartonmodells® (Abbildung 4) [34].
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Abbildung 4: Eierkartonmodell des vernetzten Alginats [35]
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2.1.2 Atorvastatin

Atorvastatin ist ein synthetisch hergestellter Lipidsenker aus der Wirkstoffgruppe der
Statine (Abbildung 5). Als Hemmer der 3-hydroxy-methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
greift es inhibitorisch in den Cholesterolstoffwechsel ein und bewirkt eine Reduktion der
LDL-Konzentration im Blut [36]. Atorvastatin wird seit Uber 20 Jahren standardmaRig zur
Behandlung der Hypercholesterindmie eingesetzt und dient nachweislich der Pravention
und Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen. Es handelt sich um ein gut vertragli-
ches Medikament, welches fur ein breites Spektrum von Patienten verschiedener Risi-
kogruppen Verwendung findet und selten schwerwiegende Nebenwirkungen zeigt [37,
38].

OH
N/\/k/'\/COO Caz+
3HO
— —2

Abbildung 5: Strukturformel von Atorvastatin [39]

Neuere Studien zeigen, dass Atorvastatin auch einen entziindungshemmenden Effekt
und aulerdem noch eine positive Wirkung auf die Knochenneubildung hat [40]. Dartber
hinaus konnten bei dem Praparat die Hemmung gewebsabbauender Enzyme und das
Vorhandensein antimikrobieller Eigenschaften nachgewiesen werden. Da diese pleiotro-
pen Wirkungen relevant fiir eine Beeinflussung der Pathogenese parodontaler Erkran-
kungen sind, stellt Atorvastatin vielfach einen Bestandteil klinischer Studien dar [41].
Aufgrund von Bedenken hinsichtlich der zunehmenden bakteriellen Resistenz bilden

Statine eine vielversprechende Alternative zu Antibiotika [19].
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21.3 Methylcellulosegel

In vergangenen klinischen Studien wurden Statine flr die parodontale Anwendung viel-
fach in Hydrogele inkorporiert. Hierbei fungierte Methylcellulose wiederholt als Medika-
mententrager [19, 23]. Als Vergleich zur Freisetzung aus Alginatpartikeln wurde in dieser
Arbeit zusatzlich die Freisetzung von Atorvastatin aus Methylcellulosegel als Referenz-
trager untersucht. Methylcellulose ist einer der wichtigsten kommerziellen Ether der Cel-
lulose. Fir die synthetische Herstellung werden an der Anhydrokulose-Einheit der Cel-
lulose Hydroxylgruppen durch Methylgruppen substituiert (Abbildung 6). In kaltem Was-

ser geldst bildet Methylcellulose eine transparent kolloidale Lésung [42].

Abbildung 6: Strukturformel von Methylcellulose [43]

Fir die Herstellung des Gels wurden 4 g Methylcellulose (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland) unter standigem Ruhren bei 50°C auf einem Magnetrihrer (Heidolph MR
3001, Schwabach, Deutschland) in 96 g Aqua dest. geldst, bis eine homogene Masse
entsteht. Um eine Konzentration von 1% Atorvastatin zu erreichen wurden 4,92 g vom
Gel mit 59 mg Atorvastatin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) fir 5 min in einem
SpeedMixer® (DAC 150.1, Farmington Hills, USA) vermischt.
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214 Kunstspeichel

Alginat enthalt keine vom Menschen hydrolisierbaren Bindungen. Der Zersetzungspro-
zess in vivo wird durch den Austausch der vernetzenden zweiwertigen Kalziumionen
durch monovalente Kationen, wie z.B. Natrium- oder Kaliumionen, erreicht [44]. Im Rah-
men der Untersuchung erfolgt die Evaluierung der Wirkstofffreisetzung von Atorvastatin
aus Alginatmikropartikeln unter dem Einfluss von klinstlichem Speichel. In der Fachlite-
ratur sind zahlreiche Formulierungen fur dessen Zusammensetzung zu finden sind [45].
Fur die vorliegende Arbeit wurde die Rezeptur vereinfacht, da wie oben beschrieben
insbesondere das Vorliegen von monovalenten Elektrolyten (Na*, K*) eine wesentliche
Rolle fur die Degradation der Partikel spielt (Tabelle 1). Der pH-Wert der Formulierung
belief sich auf 7.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Kunstspeichels

Reagenzien Gewicht pro 100 g
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 0,12
Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 0,085
Natriumhydrogenphosphat  (Merck, Darmstadt, | 0,25

Deutschland)

Aqua dest. 99,545
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21.5 Divinylsulfon

Wie bereits erwahnt, findet in Anwesenheit von monovalenten lonen ein Prozess der
Zersetzung von Alginat statt. Der Wunsch, diese biologische Reaktion zu beeinflussen
und die physikalischen Eigenschaften des Alginats hinsichtlich der Stabilitat zu verbes-
sern, hat in der Forschung zu dem Interesse gefihrt, Alginathydrogele nicht nur ionisch,
sondern auch kovalent zu vernetzen. In diesem Zusammenhang ist jedoch zu beachten,
dass es sich bei Vernetzungsreagenzien potenziell um toxische Substanzen handelt. Es
ist somit essenziell, die Rickstdnde nach der Verwendung sorgfaltig aus dem Gel zu
entfernen. Beispiele fur erfolgreiche Vernetzungsmolekile sind Adipinsduredihydrazid
oder auch Methacrylat, das im Rahmen der Fotovernetzung mit einem Initiator unter Ak-
tivierung eines Lasers Alginat kovalent quervernetzen kann [34].

Divinylsulfon (DVS) ist ein haufig verwendetes Kupplungsreagenz aus der Gruppe der
Vinylsulfone (Abbildung 7). Da Vinylsulfone sich aufgrund ihrer elektronenarmen Dop-
pelbindung leicht konjugieren lassen, werden sie haufig zur Quervernetzung von Pepti-
den genutzt. DVS ist aufgrund seiner Reaktivitat, Stabilitat, Wasserloslichkeit und seines
gunstigen Preises ein beliebtes Vernetzungsreagenz unter den Bisvinylsulfonen und hat
deshalb eine Vielzahl von Anwendungen in der Biokonjugation, der Proteomik und bei
der Herstellung von Netzwerken auf Polysaccharidbasis [46—48]. Im medizinischen Be-
reich wird Divinylsulfon genutzt, um pharmazeutisch verwendete Hyaluronsaure-Mikro-
partikel zu vernetzen und deren Stabilitat zu verbessern [49]. Auf Grundlage dieser be-
schriebenen Erfahrungen dient in dieser Arbeit erstmalig DVS fir die kovalente Vernet-

zung von Alginat.

Cll) CH:>
7

H2C//_§
@)

Abbildung 7: Strukturformel von Divinylsulfon [50]
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2.2 Herstellung von Alginatpartikeln

221 Inkorporation von Atorvastatin in Alginat

Natriumalginat (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) wurde in Aqua dest. geldst, um
Lésungen von 2 %, 3 %, 4 %, 5 % und 6 % (w/w) herzustellen. Diese wurden 24 h lang
mit einem Magnetrthrer (Heidolph MR 3001, Schwabach, Deutschland) bei 300 U/min
geruhrt. Kalzium-Atorvastatin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) wurde mit einer
Prazisionswaage (Denver Instrument, Norfolk, England) abgewogen und zu den Alginat-
I6sungen (5 ml) hinzugefugt, um Wirkstoffkonzentrationen von 1 %, 2 % und 4 % (w/w)
zu erreichen. Das anfangliche Einrthren erfolgte mit einem Glasstab. Zur Gewahrleis-
tung der Homogenitat wurde anschlieRend eine maschinelle Vermischung mithilfe eines
SpeedMixers® (DAC 150.1, Farmington Hills, USA) bei 3500 U/min flr die Dauer von 5

min vorgenommen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Homogenes Gemisch aus Alginat und Atorvastatin

nach 5 min im SpeedMixer®

2.2.2 Externe Gelation mittels Ultraschallscaler und -prozessor

Die Herstellung von Alginatpartikeln erfolgte gemaf der von Scholz et al. beschriebenen
Methode [33]. In den ersten Versuchen wurde das Handstlick eines dentalen Ultraschall-
scalers (EMS Mini Piezon, Domat/Ems, Schweiz), in spateren Versuchen dann ein Ult-
raschallprozessor (UP100H, Hielscher, Teltow, Deutschland) mit einer Sonotrode der
Grole 3 an einem Stativ befestigt (Abbildung 9). In einem Abstand von 3 cm zur Gera-
tespitze wurde ein Becherglas mit 200 ml 3%-iger Kalziumchloridlésung (Merck, Darm-
stadt, Deutschland) auf einem Magnetrihrer platziert, wobei die Ruhrgeschwindigkeit
auf 300 U/min eingestellt wurde. Der dentale Ultraschallscaler wurde auf maximale Leis-

tung eingestellt. Beim Ultraschallprozessor wurde die Amplitude auf 60 % und der Zyklus
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auf 100 %/s festgelegt, da mit dieser Einstellung in Vorversuchen die schnellste Zerstau-
bung des Alginats stattfand (0,05 ml in < 2 s). Das Alginat-Atorvastatin-Gemisch wurde
mit einer Spritze (5 ml; 20G-Nadel; 0,9 x 40 mm) langsam und kontinuierlich auf das
Arbeitsende des Gerates aufgetragen. Nach dem Zerstauben von 5 ml wurde dann eine
milchige Tribung des Kalziumbades beobachtet, was auf eine erfolgreiche Dispersion
der Mikropartikel in der Flussigkeit hindeutet. Bei Alginatkonzentrationen von 5 % und 6
% (w/w) konnten aufgrund der hohen Viskositat, die das erforderliche Sprihen verhin-

derte, keine Partikel hergestellt werden.

®

e

Abbildung 9: Schematischer Arbeitsablauf fir Herstellung von Alginatpartikeln; Versuchsanord-
nung bestehend aus einem Ultraschallscaler oder Ultraschallprozessor (1), einer
Spritze mit einer 20-G-Kandile (2), mit der das Alginat-Atorvastatin-Gemisch auf die
Spitze der Sonotrode aufgetragen wurde; ein Becherglas mit einer 3%igen Kalzium-
chloridldsung (3), in dem Alginatpartikel gebildet und aufgefangen wurden; einem

Magnetrihrer (4), um eine Agglomeration der Partikel zu verhindern
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223 Vergleich direkter und nachtraglicher Wirkstoffbeladung

Im Rahmen der Untersuchung alternativer Verfahren der Wirkstoffbeladung sollte in ei-
nem Screening neben der direkten Inkorporation von Atorvastatin (s. Kapitel 2.2.1) auch
eine nachtragliche Beladung der Partikel getestet werden. Zu diesem Zweck wurden fiir
die im Vorfeld definierten Zeitrdume von vier Stunden und vier Tagen jeweils eine Spa-
telspitze (10 mg) wirkstofffreier Partikel (1 % w/w Alginat, Herstellung mittels dentalem
Ultraschallscaler) in 1 ml einer gesattigten Atorvastatinlosung (151 mg/ml) gelagert. Im
Anschluss wurde der Uberstand entnommen und die Partikel mit 1 ml Aqua dest. gewa-
schen. Nach kurzem Trocknen (10 s) auf Filterpapier wurde der in den Partikeln vorhan-
dene Wirkstoff mittels 1 ml Methanol vollstandig extrahiert. Zum Zweck des Vergleichs
wurden Partikel mit vorheriger Inkorporation des Atorvastatins Uber den dentalen Ultra-
schallscaler hergestellt (1 % w/w Alginat, 1 % Atorvastatin). Eine Spatelspitze (10 mg)
direkt beladener Partikel wurde ebenso mit Aqua dest. gewaschen und das vorhandene
Atorvastatin mit 1 ml Methanol extrahiert. Bei allen Proben wurde neben der Quantifizie-
rung des Atorvastatingehalts in Methanol auch die Atorvastatinmasse im Waschwasser
der jeweiligen Probe mittels HPLC gemessen, um die Menge des oberflachlich an die

Partikel gebundenen Arzneimittels zu ermitteln.
224 GroBensortierung der Partikel

Die Mikropartikel aus dem Kalziumbad wurden gesammelt und mittels Sieben mit einer
Maschenweiten von 10 um (Innovatek, Stammham, Deutschland), 200 ym und 400 pm
(Labstellar, Ulm, Deutschland) sortiert. Hierzu wurde ein 200-ml-Becherglas unter ein
400-um-Sieb gestellt und das Kalziumchlorid-Partikel-Gemisch vorsichtig hindurch fil-
triert. Die Partikel (> 400 um), welche sich auf dem Sieb befanden, wurden verworfen.
Fir die nachste Trennung wurde ein weiteres 200-ml-Becherglas unter ein 200-um-Sieb
gestellt und die Filtration wiederholt. Die Partikel (200400 ym), die auf dem Filter zu-
rickblieben, wurden sorgfaltig mit 50 ml gereinigtem Wasser gewaschen und anschlie-
Rend mit einem Heidemann-Spatel in Zentrifugenrdhrchen (15 ml) Gberfihrt. Die verblie-
bene Mischung im Becherglas, die Partikel < 200 um enthielt, wurde durch ein 10-um-
Sieb gegeben. Nach denselben Waschschritten wurden die gesammelten Partikel in Fal-
con-Roéhrchen dberfuhrt. Im Rahmen dieses Prozesses wurden zwei Fraktionen mit un-
terschiedlichen GréRenordnungen gewonnen: Partikel mit einem Durchmesser von 10—
200 ym und Partikel mit einem Durchmesser 200—400 pm. Alle Partikel wurden im Kuhl-
schrank bei einer Temperatur von 5 °C in 10 ml Aqua dest. gelagert, bis sie fur weitere
Untersuchungen verwendet wurden. Die Morphologie der Partikel wurde mithilfe eines
Lichtmikroskops (Scope.A1, AxioCam ICc 1, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)
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untersucht, wobei runde oder tropfenférmige Partikel sichtbar wurden (Abbildung 10 und
Abbildung 11).

=)

Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahme von mit Atorvastatin beladenen Alginatpartikeln;
Partikel mit Durchmessern von 10-200 uym, durch einen Ultraschallprozessor er-

zeugt (10-fach vergroRert)



Material und Methoden 24

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme von mit Atorvastatin beladenen Alginatpartikeln;
Partikel mit Durchmessern zwischen 10—200 uym durch einen Ultraschallprozessor

erzeugt (40-fach vergroRert)
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2.3 Verschiedene Partikelformulierungen

2.31 Variation der Alginatkonzentration

Um den Einfluss der Konzentration der Alginatlosung auf die spatere Wirkstofffreiset-
zung zu ermitteln, wurden Ansatze von Alginat von 1%, 2%, 3%, 4%, 5% und 6% (w/w)
hergestellt. Die rheologischen Eigenschaften der Alginatiésungen mit 5% und 6% (w/w)
Alginat lieRen keine Partikelproduktion mit dem Ultraschallscaler oder -prozessor zu. Zu
beobachten war ein einzelner Tropfen am Arbeitsende der Gerate, der sich nicht ver-

spruhen lief3.
2.3.2 Variation der Partikelgrofe

Um den Einfluss der Partikelgrofie auf die Freisetzung des Wirkstoffes zu untersuchen,
wurden Mikropartikel mithilfe von Sieben nach unterschiedlichen Durchmessergrofien
gefiltert und der Freisetzungsstudie unterzogen. Partikel im GréRenbereich 10-200 ym

und 200—-400 um wurden wie oben beschrieben unterschieden.
2.3.3 Variation der Atorvastatinkonzentration

Alginatpartikel mit 1%, 2% und 4% (w/w) Atorvastatin wurden hergestellt und in die Frei-

setzungsstudie integriert.
234 Chemische Quervernetzung mit Divinylsulfon

Die erfolgreiche Quervernetzung des Polymers Hyaluronsaure mit Divinylsulfon wurde
von Shimojo, Pires et. Al beschrieben [51]. Die Bildung reaktiver Radikale im Divinylsul-
fon wird durch ein alkalisches Medium, wie beispielsweise Natriumhydroxid, induziert. In
Anlehnung an dieses Protokoll wurden fir die Herstellung quervernetzter Alginatpartikel
10 ml Alginat mit 2,5 ml Divinylsulfon unter langsamer Zugabe von 12,5 ml NaOH ge-
mischt und fir 4 h bei 25°C im Warmeschrank gelagert. Das fertige Praparat wurde fir

die Erzeugung von Partikeln fur das oben beschriebene Ultraschallverfahren genutzt.

Alle Formulierungen sind in tabellarischer Form im Ergebnisteil dieser Arbeit (Kapitel 3.2)

aufgelistet.
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2.4 Freisetzungsuntersuchung

241 Aufbau der Freisetzungsstudie

Es wurde ein einheitliches Protokoll entwickelt, um die Wirkstofffreisetzung von Atorvas-
tatin aus den hergestellten Medikamententragern standardisiert zu untersuchen. Vor Be-
ginn der Freisetzungsstudie wurden die hergestellten Partikel fir 10 s auf Filterpapier
(90 mm Durchmesser, Whatman, United Kingdom) getrocknet und mit einem Loéffelspa-
tel in ein Eppendorf Mikroreaktionsgefal (1,5 ml) tUberfihrt. Anschlielliend wurde die
Masse jeder Probe mithilfe einer Prazisionswaage erfasst. Der im Vorfeld zubereitete
Kunstspeichel (600 pl) wurde mittels Mikropipette in das Mikroreaktionsgefald gegeben.
Um groRRere Verklumpungen zu vermeiden und damit eine Vergleichbarkeit der Proben
herzustellen, wurden die Partikel fir 5 s auf einem Vortexer (VWR International GmbH,
Darmstadt Deutschland) gleichmaRig aufgeschittelt und anschlielend flr festgelegte
Zeitraume (0.25, 0.75, 1.5, 3, 6, 10, 17, 33, 57, 81, 105, 129, 153 and 177 h) bei 37°C
im Warmeschrank aufbewahrt.

Nach Ablauf des jeweiligen Zeitintervalls im Warmeschrank wurde jede Probe fur 3 Mi-
nuten zentrifugiert (Fresco™ 17, Thermo Fisher, Darmstadt, Germany), um ein Absetzen
der Partikel auf dem Boden des Gefales zu erreichen. Vom Uberstand wurden daraufhin
100 pl des kunstlichen Speichels in ein HPLC-Vail Gberfiihrt. Die restlichen 500 pl des
abpipettierten Kunstspeichels wurden verworfen und daflir neue 600 ul Kunstspeichel
fur das nachste Zeitintervall auf die Probe gegeben, um die Freisetzung mit frischem
Elutionsmittel weiterzufiihren. Da zum Beginn der Freisetzung eine Quellung der Partikel
verbunden mit Wirkstoffaustritt zu erwarten war, wurden die ersten acht Messzeitpunkte
enger getaktet und sukzessiv vergro3ert. Das letzte Zeitintervall von 24 h wurde wieder-
holt bis nur noch Spuren von Atorvastatin per HPLC im Kunstspeichel nachzuweisen
waren. Abschliellend wurde eine Restextraktion durchgeflihrt, um den Wirkstoff aus den
letzten erhaltenen Partikeln freizusetzen. Hierfir wurden 1 ml Methanol auf die letzten
Partikel gegeben, diese bei fir 4 h bei 37°C im Warmeschrank gelagert und die Wirk-
stoffkonzentration per HPLC erfasst.
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24.2 Bestimmung der Wirkstoffkonzentration mit HPLC

Nach Ablauf des jeweiligen Zeitintervall wurden 100 pl kinstlicher Speichel aus
der Probe mit 900 ul Methanol (99,9 %, Rotisolv, Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) verdinnt. Die Bestimmung der Wirkstoffkonzentration des Atorvastatins im
entnommenen Kunstspeichel erfolgte unter Anwendung der Hochleistungsfliissig-
keitschromatografie (HPLC).

Die Wirkstofffreisetzung wurde als kumulative Freisetzung (in %) Uber die Zeit (in
h) angegeben. 100 % entsprach hierbei der Masse des insgesamt in der Probe
enthaltenen Atorvastatins, die nach der oben beschriebenen Restextraktion ermit-
telt werden konnte.

Die technischen Eigenschaften und Analysebedingungen der HPLC werden in Ta-

belle 2 beschrieben.

Tabelle 2: Analysebedingungen der HPLC (Firma Knauer Berlin Smartline Pump 1000)

Séule Knauer Eurospher-100 C18 5um 250 x 4 mm
Mobile Phase Methanol/ Phosphatpuffer pH4,0 70/30 (v/v)
Saulentemperatur 62°C

Flussrate 1 ml/min

Detektion UV 248 nm

Injiziertes Probevolumen | 20 pl

Retentionszeit 2,0 min

Kalibrationsstandards 0,1; 1; 5; 10; 20; 50 Atorvastatin in Methanol ge-

I6st, Verdlinnungsreihe mit Methanol/ Wasser
80/20 (v/v) angesetzt
Kalibrierter Messbereich 0,1-50 pg/ml
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2.5 Ermittlung der Freisetzungseigenschaften

251 Bewertung der Tragerstabilitat

Um die Stabilitdt der Wirkstofftrager zu bestimmen, wurde die Auflésungszeit (dis-
solution time = DT) als Wert eingefuhrt. Sie gibt das Zeitintervall an, in dem der
Wirkstofftrager makroskopisch nicht mehr von kiinstlichem Speichel unterschieden

werden kann.

2.5.2 Mathematische Modellierung der Wirkstofffreisetzung

,Drug Release" (Wirkstoffreisetzung) beschreibt die Migration von Arzneimittelmo-
lekdlen vom urspriinglichen Ort im Tragersystem zur auf3eren Oberflache und in
das umgebende Medium [52]. Um diesen Prozess zu beschreiben, werden in der
Biopharmazie und Pharmakokinetik mathematische Modelle als ein wesentliches
Instrument eingesetzt. Inre Anwendung erlaubt einen fundierten Vergleich der In-
vitro-Freisetzungsprofile unterschiedlicher Trager und ermdglicht das Erlangen
von Erkenntnissen bezlglich der zugrundeliegenden Transportmechanismen. Auf
Basis dieser Modelle lassen sich Formulierungen weiterentwickeln und letztendlich
verbessern [52]. Zu den in der wissenschaftlichen Literatur haufig beschriebenen
Drug-Release-Modellen gehdren die Modelle erster und nullter Ordnung, sowie die
Modelle nach Korsmeyer-Peppas [53], Higuchi [54], Hixson-Crowell [55] oder
Weibull [56]. Hinsichtlich der Freisetzung aus Polymeren hat sich insbesondere
das Korsmeyer-Peppas-Modell etabliert. Auch als ,Potenzgesetz® bezeichnet,
zeigt es eine einfache exponentielle Beziehung zwischen der Menge des freige-

setzten Medikaments und der Dauer der Freisetzung:
M¢M =k t",
wobei M¢/M den Anteil des freigesetzten Arzneimittels zum Zeitpunkt t, k die kine-
tische Konstante und n den Freisetzungsexponenten reprasentiert.
Die logarithmische Form der Gleichung wurde fur die lineare Regressionsanalyse

verwendet.

log (M/M) = nlogt + log k
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Der Diffusionssexponent n wurde als die Steigung der logarithmischen Kurve der
anfanglichen 60% Prozent der Freisetzungsphase bestimmt. Die ermittelten Werte

sind im Ergebnisteil Kapitel 3.2 dieser Arbeit zusammengefasst.

k ist eine Konstante, in die strukturelle und geometrische Informationen tber das
Abgabesystem und das Arzneimittel einflieBen. In der Literatur wird sie mitunter
auch als Transportkonstante bezeichnet. Der Diffusionsexponent n (auch Freiset-
zungs- oder Transportexponent genannt) ist ein MaR fir die mdglichen Mechanis-

men (Tabelle 3), die an der Freisetzung von Arzneimitteln beteiligt sind [53].

Tabelle 3: Von Diffusionsexponent n abgeleitete Mechanismen des Stofftransportes aus

Medikamententragern

Diffusionsexponent n Transportmechanismus

n<0,45 Ficksche Diffusion (Case-I-Transport)
0,45<n<0,89 Nicht-Ficksche Diffusion

n=0,89 Case-ll-Transport

n>0,89 Super-Case-lI-Transport

Liegen die Voraussetzungen fur einen Stofftransport gemal Fickscher Gesetze
vor, so wird dies als Case-I-Transport bezeichnet. Bei Polymeren kann es hinge-
gen auch zu einem nicht-Fickschen Verhalten kommen. Dieser ,anomale
Stofftransport” kann auf die Relaxation des Polymers zurtckgefuhrt werden, die
stattfindet, wenn das I6sliche Medium, in dieser Studie kiinstlicher Speichel, in das
molekulare Netzwerk aufgenommen wird. Makroskopisch ist diese Umstrukturie-
rung als Quellung sichtbar [57]. In Drug Delivery Systemen mit Fickscher Diffusion
erfolgt die Relaxation so schnell, dass sie als sofortig angesehen werden kann.
Bei Polymeren wie Alginat, ist die Relaxation jedoch haufig langsamer und kann
daher den Diffusionsprozess hemmen. Der Grenzfall, in dem die Relaxationsraten
langsamer sind als die Losungsmittelmobilitat und folglich die Diffusionskinetik be-
stimmen, wird als Case-II-Transport bezeichnet. Der Super-Case-lI-Transport tritt
in Erscheinung, wenn die Freisetzungsrate primar durch die Relaxation der Poly-

mermatrix gesteuert wird [57, 58].
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253 Statistische Untersuchungen

Die fur die Freisetzung von 50 % und 99,5 % des Wirkstoffs erforderliche Zeit (tso
und tgg 5%) wurde arithmetisch ermittelt. Statistischen Berechnungen wurden unter
Verwendung des Softwareprogramms SPSS (IBM Version 29.0.1.1.) durchgefihrt.
Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Fur die Ver-
gleiche der tsos und togs%-Werte wurden nichtparametrische Varianzanalysen
durchgefuhrt. Der Kruskal-Wallis-Test wurde als Vortest fur Gruppenvergleiche mit
n > 2 verwendet. Der Mann-Whitney-U-Test wurde fur paarweise Vergleiche un-
abhangiger Gruppen verwendet. P-Werte < 0,05 (Bonferroni korrigiert fur multiples

Testen) wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1  Screening: Vergleich direkter und nachtraglicher Be-

ladung

Unabhangig von der Beladungsmethode konnte in allen Proben ein Nachweis fur
Atorvastatin erbracht werden (Abbildung 12). Direkt beladene Partikel wiesen eine
Gesamtmenge von 82,87 ug Atorvastatin auf. Da im verwendeten Waschwasser
nur eine marginale Menge Atorvastatin nachgewiesen werden konnte (0,129 pg),
ist davon auszugehen, dass das Atorvastatin fest in die Matrix der Partikel einge-
bettet ist.

250
211,4
200 189,78
150
100 82,87
50
1,406 12,96
0,129 ,
0 [ |
Direkte Beladung Indirekte Beladung (4 Stunden)  Indirekte Beladung (4 Tage)

Extrahierte Atorvastatinmasse in pg aus Alginatpartikeln

B Extrahierte Atorvastatinmasse in ug aus Waschwasser

Abbildung 12: Vergleich der aus 10 mg Alginatpartikeln mit Methanol extrahierten abso-
luten Atorvastatinmasse in ug nach direkter und nachtraglicher Wirkstoffbela-
dung fir 4 Stunden/ 4 Tage und der absolut in 1 ml Waschwasser enthaltene

Atorvastatinmasse in pyg; Messung mit HPLC; n=1

Bei den Partikelproben der indirekten Beladungsmethode zeigte sich, dass eine
langere Verweildauer der Partikel in der gesattigten Atorvastatinlosung zu einer
geringfugigen Abnahme des Wirkstoffgehalts fuhrt, was durch eine Rickdiffusion
des Wirkstoffes in die Losung oder eine beginnende Degradation der Partikel zu
erklaren sein konnte. Partikel, die vier Stunden in der gesattigten Atorvastatinlo-
sung lagen, wiesen nach Extraktion mit 1 ml Methanol eine Atorvastatinmasse von
189,8 pg auf. Die Partikel, die nur vier Stunden in der Losung verblieben, wiesen

mit 211,4 pg/ml 10,3% mehr Atorvastatin auf. Es ist davon auszugehen, dass ein
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Teil des Wirkstoffs oberflachlich an den Partikeln haftete. Dies wird durch die er-
héhte Menge an Atorvastatin im Waschwasser der Partikel (1,406 bzw. 12,96 ug)
deutlich, die im Vergleich zum Waschwasser der direkt beladenen Partikel deutlich
erhoht ist.

Die erwlinschte Wirkungsweise eines Controlled Release Systems zielt auf eine
kontrollierte und graduelle Freisetzung des Arzneistoffes ab. GemaR theoreti-
schen Uberlegungen ist eine solche Freisetzung nur méglich, wenn der Wirkstoff
stabil in der Matrix des Hilfsstoffes eingebettet ist. Basierend darauf wurden fir
weitere Untersuchungen ausschliellich direkt beladene Alginatpartikel als geeig-

net erachtet und im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet.
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3.2 Konzipierte Formulierungen

Die im Zuge dieser Arbeit konzipierten Formulierungen fir ein Controlled Release

System werden in Tabelle 4 charakterisiert.

Tabelle 4: Formulierungen fur ein Controlled Release System, das auf Methylcellulosegel

(MC) oder Alginat basiert, mittels eines dentalen Ultraschallscalers (DS) oder

eines Ultraschallprozessors (UP) und mit oder ohne einen zuséatzlichen Ver-

netzer (Crosslinker) mit Divinylsulfon (DVS) hergestellt wurde

rigE; nug Methode g’:‘:‘gailrt'?tt,/;] ﬁ:ﬁ%:%satﬁ Parti[IL erlng]rbl&e (i:i;oks;sr-
1 MC - 1 - —
2 DS 2 1 10-200 -
3 DS 2 1 200-400 -
4 UP 2 1 10-200 -
5 UP 3 1 10-200 -
6 UP 4 1 10-200 -
7 UP 2 1 200—-400 -
8 UP 3 1 200-400 -
9 UP 4 1 200-400 -
10 UP 2 2 200-400 -
11 UP 2 2 200-400 DVS
12 UP 2 4 200400 -
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3.3

Freisetzungseigenschaften

Tabelle 5 zeigt die ermittelten Freisetzungseigenschaften aller Formulierungen. In

den nachfolgenden Kapiteln werden die detaillierten Freisetzungsprofile samtlicher

Formulierungen prasentiert und gegenubergestellt.

Tabelle 5: Freisetzungseigenschaften verschiedener Formulierungen; Unterscheidung
von Fickscher Diffusion (n < 0,45), Nicht-Fickscher Diffusion (0,45 < n < 0,89),
Case-ll-Transport (n = 0,89) und Super-Case-Il-Transport (n > 0,89); t50% /
t99,5% als rechnerisch ermittelte Zeit fur die Freisetzung von 50 % und 99,5
% des Wirkstoffs; der statistischer Vergleich von t50% und t99,5% erfolgte

innerhalb von Gruppen, gekennzeichnet durch Farbmarkierung (gelb, grin,

rot)

II=_ormu- Freisetzungs- - -

lerung | T et 1 tsox+ SD[h] | teos%*SD[h] | DT[h]
1 1,09 1,78 £ 0,18 12,5 17
2 0,21 0,457 1697 > 177
3 1,57 3,08 £ 0,39 26,44 + 6,66 > 177
4 0,55 4,15 + 0,98*1 71,35 + 19,867 > 177
5 1,23 2,24 + 0,42 30,82 + 10,88 > 177
6 1,06 1,91 £ 0,21 19,09 + 8,38 > 177
7 0,37 1,00 £ 0,27 17,54 + 8,09 > 177
8 1,46 2,58 + 0,90* 24,10 £ 8,62 > 177
9 1,52 1,94 £ 0,68 12,65 £ 5,11 > 177
10 0,91 4,97 £ 1,32 91,26 + 11,19 > 177
11 1,08 7,52 + 3,08* 95,84 + 16,07 > 177
12 0,90 10,83£1,07 | 123354355 > 177

* Statistisch signifikant verlangerte Wirkstofffreisetzung in der farblich markierten Gruppe

(p<0,05)

T Erhéhte Agglomeration der Partikel
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3.4 Freisetzungsprofil aus Methylcellulosegel und Ultra-

schallscaler erzeugten Partikeln

Zunachst wurde die Freisetzungskinetik von Atorvastatin aus einem konventionel-
len Methylcellulosegel (MC-Gel, Formulierung Nr.1) mit der Freisetzungskinetik
aus Alginatpartikeln verglichen, die mit einem dentalen Ultraschallscaler herge-
stellt wurden. Das MC-Gel, das 1 % Atorvastatin enthielt, setzte 50 % des Wirk-
stoffs (tso%) nach 1,78 £ 0,18 h Inkubation in kiinstlichem Speichel frei und erreichte
nach 12,5 h sein Maximum von 99,5 % (tee,5 %) (Tabelle 5; Abbildung 13). Die voll-
standige Auflosung des MC-Gels wurde nach 17 h Inkubation beobachtet, was
darauf hindeutet, dass die Stabilitat des Gels auf weniger als einen Tag begrenzt
war.

DS; 1% Ator; 200-400 pum; 2% Alg
=o— DS; 1% Ator; 10-200 pm; 2% Alg
- MC; 1% Ator
0 4 } f } i } \ f f } \

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Time [h]

Cumulative atorvastatin release [%]

15 20

Abbildung 13: Normierte kumulative Atorvastatinfreisetzung aus Methylcellulosegel (MC)
in Kunstspeichel bei 37°C mit Atorvastatinkonzentration (Ator) 1 % (n=3) und
aus Alginatpartikeln, hergestellt mittels dentalem Ultraschallscaler (DS), Algi-
natkonzentration 2 % (Alg), Atorvastatinkonzentration 1 % im Gréf3enbereich
10-200 pm (n=3) und GréRenbereich 200400 um (n=1); alle Mittelwert £ SD;
vergrof3erte Darstellung der ersten 20 h der Freisetzung im zentral positio-
nierten Diagramm
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Im Gegensatz dazu zeigten die Formulierungen der Alginatpartikel mit 1 % Ator-
vastatin und 2 % Alginatkonzentration je nach Partikelgrof3e andere Freisetzungs-
profile (Abbildung 13). Kleinere Partikel (10—-200 um; Formulierung Nr. 2) gaben
die Halfte des eingeschlossenen Wirkstoffs viermal schneller (0,45 h) frei als das
MC-Gel. Andererseits zeigten groRere Partikel (200400 pm, Formulierung Nr. 3)
im Vergleich zum MC-Gel eine 2-mal langsamere Freisetzung mit einer tso% von
3,08 £ 0,39 h. Die vollstandige Wirkstofffreisetzung (tse 5% ) wurde bei den kleineren
Partikeln nach 169 h und bei den gréf3eren Partikeln nach 26,44 + 6,66 h erreicht.
Allerdings wurde wahrend der Freisetzungsstudie eine deutliche Agglomeration
der kleineren Partikel beobachtet, was ihre Leistung potenziell beeinflusst haben
kénnte.

Beachtenswert ist, dass Alginatpartikel ihre strukturelle Stabilitdt Gber 177 h bei-

behielten, was eine Haltbarkeit von mindestens 7 Tagen gewahrleistet.
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3.5 Einfluss der Alginatkonzentration und der Partikel-

groRe auf das Freisetzungsprofil

Im Rahmen der zeitoptimierten Partikelherstellung wurde ein Ultraschallprozessor
(UP) eingesetzt. Um die Atorvastatinfreisetzung Uber einen Zeitraum von 180 h (7,5
Tage) zu analysieren, wurden mehrere Partikelformulierungen mit unterschiedlichen
Alginatkonzentrationen (2 %, 3 % oder 4 %) untersucht (Abbildung 14 und Abbildung
15).

In der Gruppe der kleineren Partikel war bei Partikeln mit 4 % Alginat (Formulierung
Nr. 6) der tso%-Wert nach 1,91 £ 0,21 h Inkubation erreicht. Bei einem Alginatgehalt
von 3 % (Formulierung Nr. 5) erhéhte sich der tso-Wert leicht auf 2,24 + 0,42 h.
Partikel mit der niedrigsten Alginatkonzentration (2 %, Formulierung Nr. 4) wiesen
eine statistisch signifikant verlangerte Wirkstofffreisetzung auf und erreichten den
tso%-Wert nach 4,15 + 0,98 h, was doppelt so lang war wie bei Partikeln mit 4 %
Alginat (p = 0,008). Es ist bemerkenswert, dass die mit UP hergestellten kleinen
Partikel eine fast viermal so lange tsoe, erreichten wie die mit DS unter ahnlichen
Bedingungen (1 % Atorvastatin, 2 % Alginat, Formulierung Nr. 2) hergestellten Par-
tikel und doppelt so lange wie das MC-Gel. Die umgekehrte Beziehung zwischen
Alginatgehalt und Freisetzungskinetik spiegelte sich auch im tog 5%-Wert wider. Das
klrzeste tgo5%-Intervall wurde fur die 4%ige Alginatgruppe (19,09 £ 8,38 h; Formu-
lierung Nr. 6) gemessen, gefolgt von der 3%igen Alginatgruppe (30,82 + 10,88 h,
Formulierung Nr. 5). Die 2%ige Alginatgruppe wies das langste Freisetzungsinter-
vall auf (71,35 + 19,86 h; Formulierung Nr. 4), obwohl hier erneut eine merkliche
Agglomeration der Partikel die Freisetzungskinetik potenziell beeinflusst haben

konnte.
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Abbildung 14: Auswirkung der Alginatkonzentration auf die normalisierte kumulative Frei-
setzung von Atorvastatin (Ator) aus Mikropartikeln, die 2 %, 3 % oder 4 %
Natriumalginat (Alg) enthielten und mit einem Ultraschallprozessor (UP) her-
gestellt wurden; GroRenbereich 10—-200 ym (n=5), alle Mittelwert + SD; ver-

groRerte Darstellung der ersten 20 h der Freisetzung im zentral positionierten

Diagramm
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Abbildung 15: Auswirkung der Polymerkonzentration auf die normalisierte kumulative
Freisetzung von Atorvastatin (Ator) aus Mikropartikeln, die 2 %, 3 % oder 4 %
Natriumalginat (Alg) enthielten und mit einem Ultraschallprozessor (UP) her-
gestellt wurden; GroRenbereich 200—400 pm (n=5), alle Mittelwert + SD; ver-
groRerte Darstellung der ersten 20 h der Freisetzung im zentral positionierten

Diagramm

Die Gruppe der groReren Partikel (200—400 um) zeigte ein vergleichbares Freiset-
zungsprofil bei Verwendung eines hoheren Alginatgehalts (Abbildung 15). Partikel
mit 3 % Alginat (Formulierung Nr. 8) wiesen eine tso, von 2,58 £ 0,90 h auf, was
statistisch signifikant langer war als bei einem Gehalt von 2 % (1,00 £ 0,27 h, p =
0,008). Eine Erhohung der Konzentration auf 4 % (Formulierung Nr. 9) fuhrte zu
keiner statistisch signifikanten Verlangerung der tso%, (1,94 £ 0,68 h). Die 2%ige
Gruppe (Formulierung Nr. 7) setzte den Wirkstoff viermal schneller frei als die ent-
sprechende kleinere Gruppe und drei Stunden schneller als ahnliche Partikel, mit
einem dentalen Ultraschallscaler hergestellt wurden. Bei einem Intervall von tgg 5%
erreichte nur die 3 %-Formulierung (Formulierung Nr. 8) eine verzdgerte Freiset-
zung des verkapselten Atorvastatins von 24,10 £ 8,62 h, die die Leistung des MC-
Gels ubertraf.

Aus makroskopischer Perspektive konnte eine Strukturstabilitdt der Partikel Gber

einen Zeitraum von mindestens 177 Stunden nachgewiesen werden.
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3.6 Einfluss der Atorvastatinkonzentration auf das Frei-

setzungsprofil

Um den Einfluss der Beladungskapazitat der Alginatpartikel in Bezug auf das Frei-
setzungsprofil zu bewerten, wurde die Konzentration von Atorvastatin auf 2 % und
4 % erhoht. Um mogliche Auswirkungen der Agglomeration zu vermeiden, wurden
ausschlie8lich Partikel im Bereich von 200—400 ym analysiert. Die Verwendung
von 2 % Natriumalginat wurde bevorzugt, um mehr freies Volumen im Polymer fur
die Inkorporation des Wirkstoffs zu schaffen. Beladene Partikel im GréRenbereich
von 200400 pm mit 2 % Natriumalginat (Formulierung Nr. 10) wurden unserer
Analyse unterzogen. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Verdopplung des Atorvas-
tatingehalts auf 2 % den tso%-Wert auf 4,97 £ 1,32 h verlangerte ( Abbildung 16).

Dies entspricht einer funffachen Verlangerung im Vergleich zur 1 %igen Wirkstoff-

beladung.
100 -+ & o o)
X
@ 80 17l
Q
g
£
E 60 -
w
(1]
<
8
s 40 -
Q
2
©
S 50 UP; 1% Ator; 200-400 pm; 2% Alg
§ _ ~e— UP; 2% Ator; 200-400 pm; 2% Alg
© 0 5 10 15 20 =e= UP; 4% Ator; 200400 pm; 2% Alg
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Time [h]

Abbildung 16: Auswirkung der Wirkstoffbeladung auf die normalisierte kumulative Frei-
setzung von Atorvastatin (Ator) aus Mikropartikeln, die 2 % Natriumalginat (Alg) enthielten
und mit einem Ultraschallprozessor (US) hergestellt wurden; GréRenbereich 200—400 um
(n=5), alle Mittelwert + SD, Atorvastatingehalt (Ator) von 1 % (n=5), 2 % (n=15) oder 4 %
(n=3); vergroRerte Darstellung der ersten 20 h der Freisetzung im zentral positionierten

Diagramm
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Eine weitere Verdoppelung des Atorvastatingehalts auf 4 % Atorvastatin (Formu-
lierung Nr. 12) resultierte in einer Verlangerung des tsoo -Wertes auf 10,83 + 1,07
h. Die Zeit bis zum Nachweis von 99,5 % des freigesetzten Wirkstoffs wurde fiir
die 2 %ige und 4 %ige Atorvastatin Formulierung mit 91,26 Stunden (3,8 Tage)
bzw. 123,35 Stunden (5,1 Tage) ermittelt. Es wurde bei Partikeln mit 4% Wirk-
stoffbeladung eine mindestens 7-fache Verlangerung der Freisetzung beobach-
tet.

3.7 Einfluss von Divinylsulfon auf das Freisetzungsprofil

In der Formulierung Nr. 11 wurde Divinylsulfon als kovalenter Vernetzer zugesetzt,
um die Partikelstabilitat zu erhdhen. Fir dieses Experiment wurde die Atorvasta-
tinkonzentration auf 2 % festgelegt und erneut nur Partikel im GréRenbereich 200—
400 um untersucht, um die Auswirkungen der Agglomeration auf die Freisetzung

zu vermeiden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Auswirkung der Zugabe von Divinylsulfon (DVS) auf die normalisierte ku-

mulative Freisetzung von Atorvastatin aus Mikropartikeln im GréRenbe-

reich 200-400 pm, hergestellt mit einem Ultraschallprozessor (US); 2 %

Atorvastatin (Ator) und 2 % Natriumalginat (Alg); alle mit Mittelwert £+ SD

dargestellt und n = 15; vergroRerte Darstellung der ersten 20 h der Frei-

setzung im zentral positionierten Diagramm



Ergebnisse 42

Die Zugabe von DVS flihrte zu einer statistisch signifikanten Verzégerung des tsoo-
Wertes von 4,97 £ 1,32 h auf 7,52 + 3,08 h (p = 0,006). Die Zeit bis zur 99,5-
prozentigen Freisetzung wurde durch die DVS-Vernetzung nicht statistisch signifi-
kant beeinflusst (tg9 5% = 95,84 + 16,07 h mit DVS vs. tgg 54 = 91,26 £ 11,19 h ohne
DVS).

3.8 Mechanismen der Wirkstofffreisetzung verschiede-

ner Formulierungen

Zur Beschreibung des Freisetzungsmechanismus der vorgestellten Formulierun-
gen wurde das Korsmeyer-Peppas-Modell angewandt, wobei der berechnete Dif-
fusionsexponent n als Ausgangspunkt diente (Tabelle 5). Das konventionelle MC-
Gel wies einen polymergesteuerten Super-Case-ll Transport (n > 0,89) auf. Von
dentalen Ultraschallscaler erzeugte Partikel zeigten demgegenuber einen diffusi-
onskontrollierten Transport bei kleinen Partikeln (n < 0,45) und ein Super-Case-II-
Verhalten bei gro3en Partikeln. Die vom Ultraschallprozessor hergestellten Parti-
kel folgten einem gemischten (anomalen) Transportmodus (0,45 < n < 0,89) bei
kleinen Partikeln und hauptsachlich Fickscher Diffusion bei gréReren Partikeln (n
< 0,45). Mit zunehmender Alginatkonzentration in den Formulierungen des Ultra-
schallprozessors verlagerte sich die Freisetzung von der Fickscher Diffusion zum
Super-Case-lI-Transport. Eine Erhdhung der Atorvastatinbeladung resultierte in ei-
nem grenzwertigen Transport von Case-ll zu Super-Case-Il (n = 0,90). Der Zusatz

von DVS begunstigte die Freisetzung im Super-Case-Il (n = 1,08).
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4. Diskussion

Aus den anatomisch-physiologischen Gegebenheiten der gingivalen bzw. paro-
dontalen Tasche ergeben sich spezielle Anforderungen an Drug Delivery und Con-
trolled Release Systeme fur die Parodontaltherapie. Ein Medikamententrager
sollte leicht zu applizieren sein und trotz der kontinuierlichen Sekretion von Spei-
chel und Sulkusflissigkeit klinisch wirksame Konzentrationen aufrechterhalten
kénnen [59]. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit Mikropartikel in Durchmes-
sern von 10-200 ym und 200—400 pm aus dem naturlichen Biopolymer Alginat
mittels Ultraschallverfahren erzeugt und mit Atorvastatin beladen. Eine Analyse
der Wirkstofffreisetzung wurde unter simulierten physiologischen Bedingungen (In-
kubation in kinstlichem Speichel bei 37 °C) Uiber einen Zeitraum von mehreren
Tagen fur verschiedene Partikelformulierungen durchgefihrt. Dabei wurden die
Parameter PartikelgroRe, Alginatgehalt, Wirkstoffbeladung und Zusatz des kova-
lenten Vernetzers Divinylsulfon variiert. Die konzipierten Mikropartikel sind fir die
Anwendung im Parodont geeignet, da ihre Beschaffenheit einerseits die Applika-
tion in konventionellen Spritzensystemen zulasst. Andererseits ist die GroRe der
Partikel hinsichtlich der klinischen Anwendung optimal, da parodontale Taschen
Ausmalde von mindestens 4 mm x 0,5mm zirkular haben, um bei der diagnosti-

schen Sondierung als pathologisch aufzufallen [60].
4.1 Entwicklung parodontaler Drug Delivery Systeme

Die Entwicklung von Drug Delivery Systemen in der Medizin ist ein verhaltnismafig
junges Forschungsfeld und lasst sich auf den Beginn der 1950er Jahre zuruckfih-
ren [61]. In der Parodontologie ist die Motivation seit Jahrzehnten grol3, geeignete
lokal einsetzbare Medikamententrager gegen den irreversiblen Abbau des Paro-
donts zu finden. MaRgebliche Griinde dafir sind, dass die systemische Verabrei-
chung von Arzneimitteln mit einer schlechten Steuerung der Wirkung, unzu-
reichender Verteilung im Korper, sowie Nebenwirkungen einhergeht [62]. Zudem
bietet sich die parodontale Tasche als Applikationsort gut an, da Medikamenten-

trager Uber den Parodontalspalt leicht und direkt zu platzieren sind.

Viele friher in der Parodontaltherapie entwickelte Medikamententrager, wie bei-
spielsweise nicht-resorbierbare Fasern und Filme, mussten am Ende der Behand-
lung wieder vom Zahnarzt entfernt werden [63, 64]. Im Fokus stehen heute bei der

Entwicklung von Medikamententragern biologisch abbaubare Polymere. Fir die



Diskussion 44

Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln sind neben Alginat auch Chitosan, Pek-
tin, Hyaluronsaure oder Polyethylenglykol als untersuchte Medikamententrager zu
nennen [65]. Diese l6sen sich auf natirliche Weise auf und erfordern keinen zu-
satzlichen Eingriff fur die Entfernung.

Polymere spielen in der technologischen Entwicklung von Drug Delivery Systemen
eine wichtige Rolle, da sie neben bereits vorhandenen glnstigen Eigenschaften
auch die Moglichkeiten fur weitere physikalisch-chemische Modifikationen bieten
[43]. Eine kritische Komponente bei der Entwicklung von Formulierungen ist je-
doch, dass die Vertraglichkeit natirlicher Polymere zu evaluieren und deren Aus-
scheidung uber den regularen Stoffwechselweg zu untersuchen ist. Herausforde-
rungen kénnen sich aus der Notwendigkeit ergeben, Polymere umfassend von
Verunreinigungen zu befreien und aufwandige Verfahren fur eine reproduzierbare

Herstellung zu etablieren [59].
4.2 Alginatpartikel

Alginat fand ursprunglich im grofien Umfang als Zusatzstoff und Zutat in der Le-
bensmittelindustrie Gebrauch. Seine physikalischen Eigenschaften, die Biokom-
patibilitat, die biologische Abbaubarkeit und die Moglichkeit der kostengunstigen
Gewinnung waren Grinde daflr, Alginat in dieser Studie als Medikamententrager
zu verwenden [25]. Alginatbasierte Materialien kdnnen in zahlreiche Formen, wie
z.B. Kugeln, Blécke, Schwamme und Partikel in Mikro- und NanogréR3e gebracht
werden. Ermdglicht wird dies durch Vernetzungsmittel, welche ionische oder kova-
lente Bindungen erzeugen [66]. Wie eingangs beschrieben, bildet Alginat in Ge-
genwart von mehrwertigen Kationen unter milden Bedingungen ein hydrophiles
Gel, da zweiwertigen lonen mit Blocken der Guluronsaureeinheiten des Alginats
interagieren und lonenbricken zwischen den verschiedenen Ketten bilden kdnnen
[34]. Diese Art der ionischen Vernetzung wurde fur die Partikelherstellung unserer
Arbeit genutzt. Obwohl Mgrch et al. herausgearbeitet haben, dass zweiwertige Ka-
tionen wie beispielsweise Pb?*, Cu?* und Cd?* die stabileren Vernetzer von Alginat
sind, so finden diese im medizinischen Bereich aufgrund ihrer Toxizitat bei hdheren
Konzentrationen kaum Einsatz [67]. Die gute Biokompatibilitdt und Degradation
von kalziumvernetztem Alginat hat dazu gefuhrt, dass dieses in der Medizin schon
flachendeckend als Medikamententrager oder im Tissue Engineering genutzt wird
[68]. Es dient im klinischen Alltag fir Wund- und Hydrogelverbande, sowie fir die
Verkapselung von Medikamenten oder Probiotika [26, 34]. In der Zahnheilkunde

sind alginatbasierte Werkstoffe vor allem als Abdruckmaterial und als Haftsalben
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fur Prothesen im Einsatz [69]. Fur die Endodontie zeigen Studien, dass Alginat sich
als Zelltrager in der regenerativen Endodontie oder als Bestandteil von Wurzelka-
nalversieglern eignet [70]. Wenige klinische Studien liegen bisher zu der Anwen-
dung von Alginat in der Parodontologie vor. Erste Versuche wurden hinsichtlich
der regenerativen Therapie infraalveolarer Defekte vorgenommen. Fernandes et
al. beschreiben den erfolgreichen Einsatz von Alginatpartikeln fir die Zufuhr von
mit Wachstumsfaktoren angereichertem Plasma, das die in vivo Knochenregene-
ration statistisch signifikant forderte [71]. In anderen Studien, die sich auf Ratten
und menschliche Zellen konzentrierten, wurden Systeme auf Alginatbasis als zu-
verlassiges Verabreichungsinstrument fur verschiedene Anwendungen in der

Zahnmedizin empfohlen [72-75].

Das in dieser Studie verwendete Herstellungsverfahren fur Mikropartikel I8sst sich
als ionische Gelierung einordnen. Sie wird charakterisiert durch das Eintropfen ei-
ner Alginatldsung in ein Salzbad mit zweiwertigen lonen. Es handelt sich um eines
der am haufigsten verwendeten einstufigen Verfahren [76]. Die Methode zeichnet
sich durch eine einfache Durchflihrung, toxikologisch-unbedenklich Reagenzien
und glinstige chemische Bedingungen aus, die fir die Beladung mit Arzneimitteln
geeignet sind. In der wissenschaftlichen Literatur finden sich zahlreiche weitere
Methoden zur Herstellung von Alginatpartikeln, wobei physikalische Verfahren wie
Spruhtrocknung und Elektrodispersion, sowie physikalisch-chemische Methoden
wie Emulgierung zum Einsatz kommen [77-79]. Physikalisch-chemische Verfah-
ren eignen sich jedoch hauptsachlich fur die Herstellung von Partikeln im Nano-
meterbereich und erfordern eine anspruchsvolle Laborausstattung. Die Emulgie-
rung wiederum ist ein zweistufiger Prozess, bei dem zusatzliche Reagenzien be-
noétigt werden, um die Partikel aus der Emulsion zu 16sen, was die Produktionszeit
erheblich verlangert [76, 80]. Die Verwendung der ionischen Gelierung gewahrleis-
tet eine effiziente und technisch-einfache Methode. Uberdies sind die bendtigten

Inhaltsstoffe kostengtinstig und weithin verfigbar.

Fur die Erzeugung von feinen Partikeln existieren diverse Sprihtechniken, darun-
ter luftunterstitzte, druckbasierte, elektrostatische, mikrofluidische oder diisenun-
terstiitzte Systeme [81, 82]. Ultraschallzerstauber haben sich als vorteilhaftes
neues Werkzeug fur die Mikroverkapselung im Vergleich zu herkdbmmlichen Me-
thoden erwiesen, da mit diesem Verfahren homogene Partikel hinsichtlich Form

und GroRe gebildet werden kdnnen. Dariber hinaus benétigt der Produktionspro-
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zess wenig Energie und bietet eine héhere Betriebsgeschwindigkeit, sowie indust-
rielle Skalierbarkeit [83, 84]. Derzeit existieren wenige Studien, die den wissen-
schaftlichen Nachweis flr das ultraschallgestitzte Sprihen zur Verkapselung von
Arzneimitteln in Alginatpolymeren erbracht haben. Cascone et al. (2012) unter-
suchten die Wirkstofffreisetzung aus Alginatmikroperlen unter sauren Bedingun-
gen, um die Magenumgebung zu simulieren [85]. Aufgrund der geringen Wirkstoff-
beladung konnte die gewlinschte kontrollierte Freisetzung nicht erreicht werden.
Das unzureichende Ergebnis wurde jedoch mit der geringen Moleklilmasse des
Medikaments und der Saureeinwirkung anstelle der Ultraschallzerstdubung be-
grundet. Scholz et al. haben eine Methode zur Partikelerzeugung Uber externe
Gelierung beschrieben. Mithilfe eines dentalen Ultraschallscalers kann Alginat als
Aerosol zerstaubt und in einer Losung mit zweiwertigen Kationen (Ca?*) aufgefan-
gen werden [33]. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls auf diese Technik zu-
rickgegriffen. Obwohl die mit dem dentalen Ultraschallscaler hergestellten Partikel
in der grolieren Gruppe (Formulierung 3) eine verzégerte Medikamentenfreiset-
zung in unseren Experimenten erreichten (tso% = 3,08 h und tgg 5% = 26,44 h), man-
gelte es dem Arbeitsverfahren generell an Zeiteffizienz. Des Weiteren finden Ult-
raschallscaler primar Anwendung im Rahmen der Zahnhygiene zur Entfernung von
Plaque und Zahnstein. lhre Konzeption zielt nicht auf die Herstellung von Bioma-
terialien ab, weshalb ihre praktische Verwendung fur die Mikroverkapselung als
potentiell unzuverlassig zu betrachten ist. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
schnelle alternative Methode zur Herstellung ultraschallerzeugter Alginatpartikel
untersucht. Die technische Umsetzung erfolgte unter Verwendung eines Ultra-
schallprozessors, dessen Funktionsweise der eines Ultraschallscalers ahnelt, je-
doch eine statistisch signifikant héhere Leistung erbringt. Infolgedessen kann die
gleiche Menge an Partikeln innerhalb von Minuten statt Stunden produziert wer-
den. Lichtmikroskopisch waren mikrogrof3e Alginatpartikel mit tropfenférmigem
Querschnitt nachzuweisen. Zu untersuchen bleibt, wie die Gré3e und Form der
Partikel, sowie die Oberflachenbeschaffenheit durch den Versuchsaufbau zu be-
einflussen sind. Beispielsweise kdnnte ein groRerer Abstand zwischen Ultraschall-
spitze und Kalziumchloridbad dazu flihren, dass die Partikel mit kleinerer Ge-
schwindigkeit auf die Oberflache auftreffen und die Tropfenform einer runden Form
weicht [86]. Zudem ist bekannt, dass durch externe Gelation erzeugte Partikel ten-
denziell eine inhomogene Matrix mit einer hohen Kationen- und Alginatkonzentra-
tion an der Oberflache haben konnen, als Partikel, die durch andere Verfahren

gewonnen wurden [87].
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4.3 Inkorporation von Atorvastatin

Im Rahmen der Experimente wurde die Wirkstoffbeladung der Partikel mit Ator-
vastatin auf zwei verschiedene Weisen analysiert. Sowohl eine direkte Beladung
mit Atorvastatin als auch eine nachtragliche (indirekte) Beladung der Partikel Gber
Diffusion konnte erfolgen. Beide Verfahren fuhrten zur Detektion des Wirkstoff
nach dessen Extraktion. Die Aufnahme von Stoffen in Alginat tber Diffusion konnte
auch in anderen Studien nachgewiesen werden [88—90]. Als entscheidend stellten
Tanaka et al. dabei die Molekulmasse heraus. Substanzen mit einer molekularen
Masse von weniger als 2x10* g/mol kbnnen ungehindert in kalziumvernetzte Algi-
natperlen diffundieren [90]. Mit einem Molekulargewicht von 1209,39 g/mol ist Ator-
vastatin demnach problemlos in der Lage, Poren im Alginat zu passieren. Vorteil-
haft daran ist, dass mit dieser einfachen Beladungsmethode auch die Mdglichkeit
einer Zubereitung des Medikamententragers vor Ort bestlinde. Andererseits be-
deutet die freie Beweglichkeit des Atorvastatins auch, dass unter regelmafiger Zu-
fuhr eines Elutionsmittels innerhalb kurzer Zeit der Austritt des Wirkstoffs erfolgen
kdonnte. Die vorliegende Arbeit befasst sich nicht mit dieser Thematik, sondern
stellt lediglich einen Ausgangspunkt flr weitere Untersuchungen dar. Weiterver-
folgt wurde stattdessen der Ansatz, den Wirkstoff direkt vor Partikelproduktion in
das Alginat einzurthren. Dies wurde auch von anderen Autoren erfolgreich durch-
gefuhrt. Dewangan et al. verkapselten ebenfalls Atorvastatin in Alginatmikrokugel-
chen und bestatigten durch Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie, dass
Alginat als neutraler Trager fungiert und keine Wechselwirkung mit dem geladenen
Arzneimittel zeigt. Diese Eigenschaft ist entscheidend fur die Kompatibilitat und

Sicherheit bei kiinftigen klinischen Anwendungen [91].
4.4 Drug Release aus verschiedenen Formulierungen

In vergangenen klinischen Studien wurden Statine fir die parodontale Anwendung
hauptsachlich in Methylcellulose-Hydrogele eingearbeitet [19, 92—94]. Methylcel-
lulose ist einer der wichtigsten kommerziellen Ether von Cellulose [42]. Zu den
grofiten Nachteilen solcher Hydrogele gehdren jedoch die begrenzte Retention in
der Zahnfleischtasche, die schnelle Verdinnung durch Speichel und die uneinheit-
liche Wirkstofffreisetzung. In unseren Experimenten wurde das Methylcellulosegel
nach 17 h Inkubation in kinstlichem Speichel aufgeldst, sodass das eingeschlos-
sene Atorvastatin (1 %) in weniger als 24 h vollstandig freigesetzt wurde. Das Re-

sultat dieser Untersuchung zeigt Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen einer Studie
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von Ahmed et al., die ebenfalls eine vollstandige Wirkstofffreisetzung aus Methyl-
cellulose mit 1,2 % Atorvastatin innerhalb eines Tages beobachteten [95]. Die pro-
duzierten Alginatpartikel wiesen eine deutlich hdhere Stabilitat fir mindestens sie-
ben Tage auf, was einer zehnfach verlangerten Degradationsdauer im Vergleich
zu Methylcellulosegel entspricht. Die hohe Stabilitat von Alginat lasst sich durch
den langsamen Austausch von Natriumionen aus dem umgebenden Medium ge-
gen Kalziumionen in den Partikeln wahrend des Degradationsprozesses erklaren
[96].

Um die Freisetzung von Atorvastatin kontrolliert zu verlangern wurden in dieser
Arbeit verschiedene Variationen am Herstellungsprotokoll der Alginatpartikel vor-
genommen. Eine Modifikation der Polymerkonzentration wurde bereits von ande-
ren Autoren als effektive Methode zur Optimierung des Wirkstoffeinschlusses do-
kumentiert. Reddy & Nagabhushanam produzierten mit Atorvastatin beladene und
auf Alginat basierende Hydrogelkugelchen durch ionische Gelierung. Die Autoren
stellten fest, dass niedrige Alginatkonzentrationen (1-2 %) zu einem lockeren Po-
lymernetzwerk flihrten, welches eine héhere Flissigkeitsabsorption und eine ho-
here Quellungsrate zur Folge hatte. Eine lockere Matrix war jedoch auch fur er-
leichterte Wirkstoffdiffusion verantwortlich, die die Freisetzungsrate erhohte. Im
Gegensatz dazu verlangsamte die Erhdhung der Alginatkonzentration auf 3 % die
Wirkstofffreisetzung [97]. Die von Reddy & Nagabhushanam untersuchten Partikel
wiesen groRere Durchmesser auf (480-1132 um), jedoch wurden ahnliche Ten-
denzen in den Freisetzungsprofilen zu in dieser Arbeit hergestellten Partikeln be-
obachtet. Bei der Gruppe der gréReren Partikel (200-400 pm) fihrte die Erhéhung
der Alginatkonzentration zu einer Verlangerung der Zeit, welche erforderlich war,
um 50 % des gebundenen Atorvastatins wieder freizusetzen (tso %). Es wurde eine
2-fache Verzogerung der Freisetzung erreicht, indem der Alginatgehalt von 2 %
(Formulierung Nr. 7) auf 3 % (Formulierung Nr. 8) erhéht wurde (1,00 h vs. 2,58
h). Eine weitere Polymeranreicherung auf 4 % Alginat (Formulierung Nr. 9) ver-
kirzte das tso%-Intervall allerdings geringfigig (1,94 h). Letztere Beobachtung indi-
ziert, dass die Polymerkonzentration bei Partikeln mit Durchmesser <400 ym eine
weniger starke Rolle fur Freisetzung spielt als bei den gréReren Partikeln (~ 1 mm),
wie sie Reddy und Nagabhushanam untersuchen. Alginatkonzentrationen uber 5
% und 6 % fuhrten zu einer Losung, die sich nicht adaquat dispergieren lie®. Diese
Beobachtung lasst sich durch die rheologischen Eigenschaften von Natriumalgi-
natlésungen erklaren. Wie bereits andere Autoren beschrieben haben, nimmt die

Viskositat mit zunehmender Konzentration stark zu [98, 99]. Aus der Analyse der
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Gruppe der kleineren Partikel (Formulierungen Nr. 4, 5 und 6) geht hervor, dass
das tso-Intervall (4,15 h) bei einer niedrigen Alginatkonzentration (2 %) am langs-
ten ist, was im Widerspruch zu Reddy & Nagabhushanam Beobachtungen steht.
Die Verlangerung des Intervalls ist jedoch auf die beobachtete Agglomeration der
Partikel zurlickzuflhren, welche die Arzneimitteldiffusion potenziell verhindert ha-
ben koénnte. Die Agglomeration wird in der Fachliteratur als eine haufige Reaktion

bei kleinen Partikeln mit niedrigem Polymergehalt (2 %) beschrieben [100, 101].

Die Anwendung des Korsmeyer-Peppas-Modells zeigt, dass die Wirkstofffreiset-
zung in der Gruppe der groReren Partikel mit 2 % Alginatkonzentration (Formulie-
rung Nr. 7) einem Fickschen Diffusionsmuster folgte, bei dem die geringe Dichte
der Polymermatrix eine schnelle Diffusion entlang des Konzentrationsgradienten
ermdglicht (Case-I-Transport). Aufgrund von Verklumpungen war die Gruppe der
kleineren Partikel (Formulierung Nr. 4) durch eine erhebliche Freisetzungsverzo-
gerung gekennzeichnet, was wahrscheinlich auf den nicht-Fickschen Transport-
mechanismus zurtickzuflihren ist, der eine Kombination aus passiver Diffusion und
Polymerrelaxation darstellt. Demgegenuber flihrte ein erhdhter Polymergehalt in
beiden Gruppen zu einer gesteigerten Netzwerkdichte und einer Verschiebung des
Freisetzungsmechanismus von passiver Diffusion zu Super-Case-ll-Transport.
Dies lasst den Schluss zu, dass die Degradation des Polymers und nicht die reine
Diffusion der dominierende Faktor fir die verzégerte Wirkstofffreisetzung war. Die-
ser Ubergang ist von besonderer Relevanz fiir Arzneimittelformulierungen, die eine

kontrollierte und verlangerte Freisetzung anstreben.

Diese Studie hat ergeben, dass die enthaltende Wirkstoffmenge in den Partikeln
der mal3gebliche Faktor fir eine kontinuierliche Wirkstofffreisetzung tGiber mehrere
Tage ist. Um eine Agglomeration und deren potenzielle Auswirkungen auf die
Wirkstofffreisetzung zu verhindern, wurden ausschlief3lich Partikel im Bereich von
200—-400 pym untersucht. Die Alginatkonzentration wurde auf 2 % festgelegt, um
fur die erhdéhte Arzneimitteldosierung mehr Flache fir den Wirkstoffeinbau zur Ver-
fugung zu stellen. Die Erhdhung der Atorvastatinkonzentration von 1 % auf 4 %
(Formulierung Nr. 12) resultierte in einer Verlangerung des tsoe.-Intervalls von 1,00
h auf 10,83 h und in einer Verschiebung des Freisetzungsmechanismus von pas-
siver Diffusion zu Case ll-Transport. Demnach fungierten Polymerquellung und -
relaxation als Hauptantriebskrafte fur die verzdgerte Wirkstofffreisetzung. Der
Nachweis von freigesetztem Atorvastatin konnte bis zu 123,35 + 3,55 h nach der

Inkubation erbracht werden, was auf ein effektives Freisetzungsintervall von ca. 5
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Tagen hinweist. Dies stellt eine 7-fache Verbesserung im Vergleich zu einem kon-
ventionellen Methylcellulose-Trager dar. Zu vergleichbaren Ergebnissen gelang-
ten Olukman et. al, die in ihrer Arbeit Alginatbeads mit dem Chemotherapeutikum
5-Fluorouracil beluden. Je héher der Wirkstoffanteil in den hergestellten Partikeln
war, desto langsamer erfolgte die kumulative Freisetzung. Die Autoren fiihren dies
darauf zurick, dass das I6sliche Medium bei einem geringeren Wirkstoffgehalt

schneller ins Polymernetz eindringen kann und den Wirkstoff herauslost [102].

Des Weiteren besteht die MAglichkeit, eine Verzogerung der Freisetzung zu errei-
chen, indem Alginat ein kovalentes Vernetzungsmittel hinzugeflgt wird. Im Allge-
meinen wird hierbei die betrachtliche Anzahl reaktiver funktioneller Gruppen wie
Carboxyl- und Hydroxylgruppen entlang des Alginatgertsts genutzt. Die Car-
boxylgruppen des Alginats koénnen beispielsweise durch Carbodiimid- und
Veresterungsreaktionen modifiziert werden [103]; die chemische Veranderung der
Hydroxylgruppen kann durch Oxidation, Sulfatierung, Pfropfcopolymerisation,
Acetylierung und Phosphorylierung erreicht werden [104]. Vernetzungsmittels ha-
ben Einfluss auf die Struktur und die Eigenschaften des Alginats. Parameter wie
Porositat oder Wirkstofffreisetzungsprofil kbnnen verandert werden, sowie eine
mechanische Festigkeit durch Stabilisierung der Alginatmatrix erreicht werden
[103]. Divinylsulfon hat sich als Kopplungsreagenz bei der Vernetzung von Hyal-
uronsaure bewahrt und wird zu diesem Zweck klinisch bereits eingesetzt [105—
107]. DVS-modifizierte Hyaluronsaure weist eine gréRere mechanische Stabilitat,
eine verlangerte Abbauphase und eine gleichbleibende In-vitro-Biokompatibilitat
bei DVS-Konzentrationen von bis zu 50 mM auf [108]. Obwohl DVS bereits in ver-
schiedenen Forschungsgebieten Anwendung fand, wurde es bis dato nicht zur
Stabilisierung von Alginatpartikeln genutzt. Im Jahr 2012 flhrten Yu und Chau eine
Studie durch, in der sie die Auswirkungen von DVS auf verschiedene Polymere mit
Hydroxylgruppen, darunter Alginat, untersuchten. Zu diesem Zweck wurden die
Polymere mit 0,1 M NaOH und DVS vermischt und die resultierenden Mischungen
mittels Protonen-Kernresonanzspektroskopie analysiert. Das Vorhandensein von
Vinylgruppen wurde in den Spektren aller untersuchten Polymere nachgewiesen,
wodurch die festgestellten Vernetzungseigenschaften bestatigt wurden [109]. Die
Implementierung von DVS in unsere Zubereitungsmethode fihrte zu einer statis-
tisch signifikanten Verlangerung des tsos-Intervalls um ~3 h, was auf eine verbes-
serte Freisetzungskontrolle hindeutet; das Gesamtfreisetzungsintervall wurde
durch DVS jedoch nicht statistisch signifikant beeinflusst. Diese Beobachtung

konnte auf die stabilere Struktur der DVS-modifizierten Partikel zuriickzufiinren
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sein, die eine anfanglich starkere Resistenz gegen eine Quellung des Polymers
bewirkt. Der Wirkstofftransport verlagerte sich nach der Zugabe von DVS von ei-
nem Case-lI- zu einem Super-Case-lI-Verhalten (n = 0,91 bzw. n = 1,08). Es wird
vermutet, dass die Erosion des Polymers die Freisetzung des Medikaments nach
Beginn der Quellung erleichterte, wahrend die Partikel ohne DVS-Vernetzung we-
niger von der Degradation betroffen waren. Die DVS-Vernetzung hatte eine verzo-
gerte Freisetzung zur Folge, indem sie die mechanische Stabilitdt der Matrix er-
héhte, wahrend teo5 %, aufgrund der Wirkstofffreisetzung durch die spater einset-
zende Polymerdegradation unbeeinflusst blieb. Folgestudien und die Optimierung
des Vernetzungsprotokolls sind erforderlich, um die Vorteile der Vernetzung zu
bewerten, einschliel3lich der Prifung unterschiedlicher DVS-Konzentrationen oder

anderer biokompatibler kovalenter Vernetzer.

4.5 Ausblick auf klinische Anwendung

Alginatmikropartikel von einer Grdfie bis 400 um kdnnten zuklnftig eine vielver-
sprechende Alternative fur die subgingivale Verabreichung von Statinen darstel-
len. Die in dieser Forschungsarbeit hergestellten Partikel mit 1 % Atorvastatin (For-
mulierungen Nr. 2 und Nr. 3) wiesen im Freisetzungsprofil Ahnlichkeit mit einem in
der Vergangenheit klinisch verabreichten Methylcellulosegel auf. Letzteres zeigte
bei Patienten mit Parodontitis nach bereits einer einmaligen Verabreichung statis-
tisch signifikante Verbesserungen der klinischen Parameter [92]. In einer anderen
In-vivo-Studie wurde bei Ratten mit Parodontitis nach der Behandlung mit 2 %
Atorvastatin, das uber ein Chitosan-Gel verabreicht wurde, eine statistisch signifi-
kante Heilung des Alveolarknochens und eine Abnahme der Entziindung festge-
stellt [40]. Die systemischen Dosen von Atorvastatin liegen im klinischen Kontext
zwischen 10 und 80 mg/Tag. Fir die lokale Gabe des Statins werden in der Lite-
ratur niedrigere Dosen zwischen 1 ug und 50 mg/Kérpergewicht angegeben [110].
Bei schweren parodontalen Defekten kann die Taschentiefe 4 mm bis 12 mm be-
tragen, was fir die Applikation von 250 mg Alginatmikropartikeln ausreichend
ware. Bei einer Wirkstoffbeladung mit 2 % Atorvastatin kénnten ca. 5 mg Wirkstoff
an der Applikationsstelle freigesetzt werden. Dies lage im Bereich der therapeuti-
schen Konzentrationen, die Ublicherweise in verschiedenen In-vitro-Studien ver-
wendet werden [110]. Obgleich orale Statine diverse unerwlinschte Arzneimittel-
wirkungen aufweisen, konnte in Tierversuchen nachgewiesen werden, dass die

lokale Applikation von Atorvastatin nicht toxisch fur Membranen und Weichgewebe
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ist [111, 112]. In der klinischen Praxis wurde Atorvastatin jedoch noch nicht in gré-
Rerem Umfang eingesetzt. Um die optimale Dosis fir die parodontale Anwendung

festzulegen, sind weitere In-vivo- und klinische Studien notwendig.

Diese experimentelle Studie lieferte erste Hinweise auf die Funktionalitat alginat-
basierter Mikropartikel fur die parodontale Anwendung von Atorvastatin. Die Aus-
sagekraft von In-vitro-Untersuchungen sind jedoch begrenzt und kénnen die kom-
plexen Wechselwirkungen im lebenden Organismus oder die Bedingungen in einer
Zahnfleischtasche nicht vollstandig widerspiegeln. Daher missen die Stabilitat und
der Abbau der Alginatpartikel in weiteren Studien experimentell untersucht werden.
Neben den intrinsischen Eigenschaften, die das Freisetzungsprofil bestimmen, wie
z.B. PartikelgroRe, Wirkstoffmenge, Polymergehalt und die Einbeziehung zusatz-
licher Stabilisatoren, kdnnen auch externe Faktoren von entscheidender Bedeu-
tung sein. Zu Letztgenannten lassen sich pH-Wert und Temperatur zahlen [57,
113]. Fur Kalziumalginat ist bekannt, dass unter sauren Bedingungen kaum eine
Quellung stattfindet und Wirkstoffe zunachst hauptsachlich tUber Diffusion aus Par-
tikeln abgegeben werden. Unter neutralen Bedingungen hingegen hangt die Frei-
setzung vorwiegend von Quellungs- und Erosionsprozessen ab [114]. In dieser
Arbeit wurde Kunstspeichel mit einem neutralen pH-Wert verwendet. Die initiale
Quellung konnte dementsprechend bei allen Versuchen beobachtet werden und
ist eine Erklarung fur die verhaltnismaflig schnelle Freisetzung zu Beginn des
Messzeitraumes bei nahezu allen untersuchten Proben. Diskutiert man eine klini-
sche Anwendung, so ist zu betonen, dass der pH-Wert der Sulkusflissigkeit ver-
schiedener Patienten Schwankungen aufweisen kann. Wahrend an der gesunden
Gingiva durchschnittlich ein pH-Wert von 6,5 zu messen ist, so kann dieser bei
moderaten und schweren Entziindungen der Gingiva auf 5,4 absinken [115]. Nach-
folgende Studien kdnnten den Schwerpunkt auf die Freisetzungsraten unter ver-
schiedenen pH-Bedingungen legen, um eine angemessene Dosierung zu gewahr-
leisten. Weitere In-vivo-Validierungen sind ebenfalls erforderlich, um die Wirksam-

keit und Vertraglichkeit unseres Systems sicherzustellen.
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5. Zusammenfassung

Parodontitis ist eine weltweit verbreitete Erkrankung des Zahnhalteapparats. Die
demografische Entwicklung der Gesellschaft lasst in Deutschland einen Anstieg
der Pravalenz dieser Erkrankung erwarten [116]. In der Parodontitistherapie steht
die instrumentelle Reinigung des Zahnes und der Wurzeloberflache im Vorder-
grund, um pathogene Bakterien zu eliminieren. Aufgrund der wissenschaftlichen
Erkenntnisse Uber die Pathogenese parodontaler Erkrankungen gewinnt jedoch
auch der Einsatz von adjuvanten Medikamenten, wie z. B. antiinflammatorischen
und immunmodulierenden Medikamenten, zunehmend an Bedeutung. Zu diesen
Medikamenten gehort die Medikamentenklasse der Statine. In dieser In-vitro-Ar-
beit wurde ein optimiertes Verfahren zur Herstellung von Mikropartikeln auf Algi-
natbasis mit einem Ultraschallprozessor entwickelt und die Freisetzung von Ator-
vastatin aus verschiedenen Partikelformulierungen unter Einfluss von kiinstlichem
Speichel bei 37°C untersucht. Die Mikropartikel wiesen im Vergleich zu herkbmm-
lichem Methylcellulosegel eine bessere Wirkstoffriickhaltung und Stabilitat auf. Die
Integration von Divinylsulfon in die Formulierung stabilisierte die Atorvastatinab-
gabe in der friihen Freisetzungsphase statistisch signifikant. Ein niedriger Alginat-
gehalt von 2 % war fur die haufige Agglomeration zwischen kleinen Partikeln (10—
200 um) verantwortlich, die in der entsprechenden groften Gruppe (200—400 pm)
fehlte. Der Polymergehalt von 3 % war flr beide Gruppen optimal und erméglichte
eine doppelt so lange Freisetzung wie in dem Methylcellulose-Trager. Die starkste
Auswirkung auf die Verlangsamung der Wirkstofffreisetzung wurde durch eine Er-
héhung der Wirkstoffmenge auf 2 % und 4 % Atorvastatin erreicht, wodurch das

kontrollierte Freisetzungsprofil iber mehrere Tage aufrechterhalten werden kann.

In Zukunft kdnnten Alginatmikropartikel eine wertvolle Alternative zu bestehenden
Medikamententragern im Bereich der Parodontologie darstellen. Um die zytotoxi-
schen und therapeutischen Wirkungen zu bewerten, sind weitere In-vitro- und In-

vivo-Validierungsstudien erforderlich.
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6.

1)

2)

3)

4)

5)

Thesen

Alginatpartikel kdnnen mithilfe eines Ultraschallprozessor im Grofienbe-
reich von 10—-400 um hergestellt werden. Sie sind im Sinne eines Control-

led Release Systems fur die parodontale Anwendung geeignet.

Alginatpartikel lassen sich direkt und nachtraglich (indirekt) Gber Diffusion

mit Atorvastatin beladen.

Atorvastatinbeladene Alginatpartikel geben das Medikament unter Einfluss
von kinstlichem Speichel und simulierter Kérperwarme (37 °C) verzdgert

wieder ab.

Die Freisetzung von Atorvastatin lasst sich Uber die Variation von Herstel-
lungsparametern wie PartikelgroRe, Alginatkonzentration oder Atorvasta-

tinkonzentration steuern und kontrollieren.

Eine Quervernetzung des Alginats mit Divinylsulfon hat einen verzdgern-
den Einfluss auf das Freisetzungsprofil atorvastatinbeladener Alginatparti-
kel.
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