wo 2017/103268 A1 [ I 0000 OO O O

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges

OIPCT

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 2017/103268 Al

(51

eay)
(22)

(25)
(26)
(30)

1

(72

74

31

Eigentum >
Internationales Biiro
(43) Internationales 9
Veroffentlichungsdatum wip
22. Juni 2017 (22.06.2017)
Internationale Patentklassifikation:
A61K 9/127 (2006.01) BOIF 3/08 (2006.01)
BOIF 13/00 (2006.01)
Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2016/081743

Internationales Anmeldedatum:
19. Dezember 2016 (19.12.2016)
Einreichungssprache: Deutsch
Veriffentlichungssprache: Deutsch
Angaben zur Prioritit:
102015 226 018.6
18. Dezember 2015 (18.12.2015) DE

Anmelder: FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT ZUR
FORDERUNG DER ANGEWANDTEN FORSCHUNG
E.V. [DE/DE]; Hansastralle 27¢, 80686 Miinchen (DE).

Erfinder: BLEUL, Regina; Bangertstr. 16, 65207
Wiesbaden (DE). THIERMANN, Raphael; Bangertstr.
16, 65207 Wiesbaden (DE). MASKOS, Michael;
Schwester-Goswina-Str. 10, 55294 Bodenheim (DE).

Anwalt: PFENNING, MEINIG & PARTNER MBB;
Theresienhshe 11a, 80339 Miinchen (DE).

Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,

(84)

BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DJ, DK,
DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE, KG, KH,
KN, KP, KR, KW, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY,
MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA,
NG, NI, NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO,
RS, RU, RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV,
SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, ZA, ZM, ZW.

Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiighare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST,
SZ, TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG,
KZ, RU, TJ, TM), europdisches (AL, AT, BE, BG, CH,
CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE,
IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,
RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CIL, CM,
GA, GN, GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Veroffentlicht:

mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
3)
vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden

Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen
eingehen (Regel 48 Absatz 2 Buchstabe h)

(54) Title: CONTINUOUS PROCESS FOR THE PREPARATION OF VESICULAR OR DISC-SHAPED, SUPRAMOLECULAR
NANOPARTICLES AND USES THEREOF

(34)

Bezeichnung

KONTINUIERLICHES VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON VESIKULAREN ODER

SCHEIBENFORMIGEN, SUPRAMOLEKULAREN NANOPARTIKELN, UND VERWENDUNGEN HIER Von

(57) Abstract: The present invention relates to a process that can be carried out continuously for the preparation of vesicular or disc-
shaped, supramolecular nanoparticles.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein kontinuierlich durchfiihrbares Vertahren zur Herstellung von
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Kontinuierliches Verfahren zur Herstellung von vesikuldren oder scheibenfor-

migen, supramolekularen Nanopartikeln, und Verwendungen hiervon

Die vorliegende Erfindung betrifft ein kontinuierlich durchfiihrbares Verfahren
zur Herstellung von vesikularen oder scheibenférmigen supramolekularen
Nanopartikeln. Die Nanopartikel weisen eine Doppelmembran auf, die min-
destens ein nicht-ionisches Tensid enthdlt. Das Verfahren beruht auf einer
schnellen Mischung eines hohen Volumenstroms an Tensid mit einem hohen
Volumenstrom einer wasserhaltigen Flissigkeit durch einen Mikromischer.
Aufgrund des hohen Volumenstroms an Tensid kdnnen auf einfache Art und
Weise und innerhalb kurzer Zeitraume groRe Mengen der uniformen Nano-
partikel bereitgestellt werden. Ferner ist es mit dem Verfahren mdoglich, erst-
mals plattchenférmige Nanopartikel im GréRenbereich von 20 bis 500 nm
herzustellen. Darliberhinaus ist das Verfahren geeignet, die Nanopartikel mit

Wirkstoffen, Biomarkern und/oder kosmetischen Stoffen zu beladen. Es wird
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die Verwendung der Nanopartikel in der Therapie von Krankheiten, in der

Diagnose und auch in der Kosmetik vorgeschlagen.

Vesikel aus vorwiegend nicht-ionischen Tensiden werden als Niosomen be-
zeichnet. Sie sind die kinstliche Variante der Liposomen (Vesikel aus
Phospholipiden). Liposomen geh&ren zu den bislang altesten und erfolgreichs-
ten Wirkstofftragersystemen und sind beispielsweise in Form von Doxil® be-
reits seit 1995 auf dem Markt. Bislang werden Liposomen jedoch verstarkt nur
fur hochpreisige und sehr spezifische Therapien (wie beispielsweise in der
Krebstherapie) eingesetzt, da ihre Herstellung aufwendig und teuer ist. Insbe-
sondere bei der Anwendung als Wirkstofftragersystem Uiber verschiedene
Administrationswege (transdermal, intravends, ocular) spielt die exakte Grofse
der Vesikel eine wichtige Rolle, da sie unter anderem Einfluss auf die Biodis-
tribution hat.

Die gangigen Herstellungsverfahren ermdéglichen meist keine gute Kontrolle
Uber die Grolle der Vesikel. Ebenso entstehen neben unilamellaren Vesikeln
oftmals multilamellare Vesikel. Dies hat zur Folge, dass gew&hnlicherweise ein
nachfolgender Aufbereitungsschritt notwendig wird, um unilamellare Vesikel
einer definierten GréRenverteilung zu erzielen (z.B. Extrusion der multilamel-

laren Vesikel).

Niosomen sind im Vergleich zu Liposomen chemisch etwas stabiler (z .B. ge-
gen Oxidation) und die Rohstoffe sind erheblich giinstiger als bei ihren in der
Natur vorkommenden Vorbildern, den Liposomen. Die Problematik der gro-
Renkontrollierten Herstellung ist jedoch fiir Niosomen in gleicher Weise giiltig

wie fir Liposomen.

Die im Stand der Technik bekannten Herstellungsmethoden fiir Niosomen
sind dhnlich der von Liposomen. Es gibt zum einen die Injektionsmethode.
Hierfiir wird in organischem Ldsungsmittel geldstes Tensid in eine erwarmte
wassrige Losung (mit Wirkstoff) injiziert. Ebenfalls bekannt ist eine direkte
Injektion von einem erhitzten (fliissigen) reinen Tensid. Auch Mischungen aus
verschiedenen Tensiden oder einer Mischung mindestens eines Tensids mit

Cholesterin in eine wassrige Phase sind hier méglich.
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Ferner ist im Stand der Technik die Methode der Filmrehydration bekannt.
Hier wird das Tensid zunachst in einem organischen L&sungsmittel geldst.
Durch Verdampfen des organischen Lésungsmittels wird ein diinner Film des
Tensids auf einer Oberflache erzeugt und nachfolgend der diinne Film in Was-
ser oder wassriger Losung (mit Wirkstoff) rehyratisiert. Diese Methode ergibt
jedoch relativ groBe uni- und multilamellare Vesikel mit breiter GréBenvertei-

lung.

Ein weiteres im Stand der Technik bekanntes Verfahren ist die ,,Reverse Phase
Evaporation”. Hier wird das Tensid zundchst in einem organischen L&sungs-
mittel (vorzugsweise eine Mischung aus z.B. Ether und Chloroform) gel6st und
die wassrige Phase (ggf. mit Wirkstoff) zugegeben. Das entstehende Zwei-
Phasen-System wird homogenisiert (z.B. mittels Ultraschall) und die organi-
sche Phase anschlieRend unter erniedrigtem Druck verdampft, sodass in Was-

ser dispergierte Niosomen entstehen.

Daridberhinaus ist die Hochdruckhomogenisierung bekannt. In diesem Verfah-
ren werden in einem ersten Schritt durch einfache Fallung Niosomen mit sehr
groflem Durchmesser hergestellt. Dazu wird das Tensidgemisch, bestehend
aus mindestens einem nicht-ionischen Tensid und einer eventuellen Beladung,
vollstandig in einem geeigneten, vorzugsweise mit Wasser mischbaren, L6-
sungsmittel geldst. Durch einfache Zugabe von Wasser in die Tensidlsung
(@hnlich der Injektionsmethode) werden die Niosomen erzeugt. Durch die
langsame und wenig kontrollierte Zugabe von Wasser erhdlt man jedoch
Niosomen, die zum Einen sehr grof3 sein kénnen und zum Anderen eine sehr
breite Gro6Renverteilungen aufweisen. Fir viele Anwendungen ist daher eine
weitere Aufbereitung der Niosomen zu einer definierteren GréRenverteilung

unumganglich.

Zur weiteren Aufbereitung der Niosomen kann ein Hochdruckhomogenisator
verwendet werden. Dieser presst die Niosomen-Losung bei einer Temperatur
héher als die Ubergangstemperatur der Niosomen-Doppelschicht (z.B. 60 °C)
durch einen Spalt. Der Energieeintrag in Form von starken Verwirbelungen
und Scherkraften kann genutzt werden um unterschiedliche GroBen und Gro-
Renverteilungen der Niosomen zu erhalten. Durch die hohen Driicke und

Flussgeschwindigkeiten kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass neben
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der gewliinschten Verkleinerung durch Scherung auch eine unerwiinschte Ver-
groflerung der Niosomen durch Koaleszenz auftritt, also nicht immer die ge-
winschte, definierte GroRenverteilung der Niosomen erzielt wird. Zudem sind
die Einflussmoglichkeiten auf die GroRenverteilung beschrankt und liefern
meist PartikelgréBen mit einem PDI > 0,2. Letztlich ist es mit diesem Verfah-
ren auch nicht moglich, Niosomen zu erzeugen, die Scherkraft-empfindliche
Substanzen enthalten, was eine Beladung der Niosomen mit diversen thera-

peutisch wirksamen Proteinen unmdéglich macht.

Ferner ist es im Stand der Technik bekannt, eine mechanische Extrusion zur
weiteren Aufbereitung von multilamellaren Niosomen breiter GréRenvertei-
lung zu verwenden. Anders als bei der Hochdruckhomogenisierung verwendet
man bei der Extrusion statt eines Spalts eine Membran mit definierter Poren-
grofle. Durch das Hindurchpressen der Losung durch die Membran limitiert
die PorengroBe der Membran die MaximalgréBe der erzeugten Niosomen. Im
Allgemeinen tritt hier nur eine Scherung durch die starre Membran auf, da
keine hohen Scherkrafte und Flussgeschwindigkeiten innerhalb des Fluids auf-
treten. Kleinere Partikel, die bereits am Anfang in der Startlésung vorhanden
sind, kénnen die Membran einfach und unverdndert passieren. Eine einheitli-
che Groenverteilung wird daher nur dann erreicht, wenn die eingesetzten
Niosomen mindestens die GréRe der Poren der Membran aufweisen. Diese
Methode liefert dann zwar Niosomen definierter GroéRe und enger GréRenver-
teilung, ist aber mit einem hohen Arbeits-, Material- und Zeitaufwand ver-
bunden. Durch diese Nachteile eignet sich das Verfahren weniger fiir die grol3-
technische Herstellung von Niosomen, sondern vielmehr fir die Herstellung
von Niosomen im kleineren LabormaRstab (beispielsweise wenige Milliliter

Niosomenlosung).

Daridberhinaus ist im Stand der Technik noch die sog. ,bubble method” be-
kannt. Hierbei werden durch Einleitung von Gasbldschen eines inerten Gases
in eine grobe Dispersion von nicht-ionischen Tensiden Niosomen erhalten, die
jedoch einen groBen Durchmesser (Submikrometerbereich) und eine breite

GroRenverteilung aufweisen.

Ferner ist es bekannt, Niosomen iiber Selbstassemblierung in einem mikro-

fluidischen Chip bereitzustellen (siehe Lo et al., 2010, Langmuir, Band 26, Aus-
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gabe 11, S. 8559-8566). Hierbei wird in einem mikrofluidischen Kanal in einem
planaren Substrat aus PDMS oder Silizium das Tensidgemisch, bestehend aus
einem nicht-ionischen Tensid, Cholesterol und Phospholipid, in einem guten
Losungsmittel mit Wasser bzw. wadssrigem Puffer gemischt. Durch unter-
schiedliche Flussraten der in den Kanal aufgegebenen Fluide erhdlt man eine
hydrodynamische Fokussierung und dadurch eine hohe Mischgeschwindigkeit
des nicht-ionischen Tensids mit Wasser. Auf diese Weise lassen sich Niosomen
einer GrofBe im Nanometerbereich und mit enger GrofRenverteilung erhalten
(Durchmesser der Niosomen ist ca. 20 nm - 300 nm), wobei die GroRe der
Niosomen (iber das Verhaltnis der Flussrate von Tensidgemisch zu L&sungs-
mittel steuerbar ist. Die GroRenverteilung ist um bis zu 40% enger als in den
oben genannten Bulk-Verfahren. Der Nachteil der hydrodynamischen Fokus-
sierung ist jedoch, dass die Flussgeschwindigkeiten systembedingt nicht hher
als 125 pl/min sein kénnen, da ansonsten die Mischgeschwindigkeit der Flis-
sigkeiten zu niedrig wird, um Niosomen definierter GréRe bereitzustellen. Da
somit ein ,upscaling” ohne Qualitdtseinbuen nicht mdglich ist, steht dieses
Verfahren einer schnellen Bereitstellung von Niosomen im industriellen MaR-
stab entgegen. Ferner wird bei diesem Verfahren der zentrale Tensidstrom
durch den flankierenden L6sungsmittelstrom stark eingeschniirt d.h. es muss
deutlich mehr Losungsmittelvolumen als Tensidvolumen pro Zeit flieBen (z.B.
15 mal mehr), um eine Fokussierung des Tensidstroms zu bewirken bzw. auf-
recht zu erhalten. Der deutlich schwachere Tensidstrom gegeniiber dem L6-
sungsmittelstrom schrankt den erzielbaren Umsatz pro Mischstruktur und Zeit

stark ein und steht einem dkonomischen ,upscaling” entgegen.

Ausgehend hiervon war es die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Ver-
fahren bereitzustellen, mit dem es moglich ist, auf einfache und schnelle Art
und Weise groRe Mengen an Niosomen definierter GroBe und einer engen
GroRenverteilung bereitzustellen. Zudem sollten Niosomen bereitgestellt
werden, die sich hervorragend fir eine therapeutische, diagnostische und

kosmetische Verwendung eignen.

Die Aufgabe wird gel6st durch das Verfahren gemafl Anspruch 1, die
plattchenférmige Nanopartikel gemaR Anspruch 16 und die Verwendung ge-
maR einem der Anspriiche 24 und 25.
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Erfindungsgemal wird ein kontinuierliches Verfahren bereitgestellt zur Her-

stellung von supramolekularen Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 20

nm bis 500 nm enthaltend eine Doppelmembran, wobei die Doppelmembran

ein nicht-ionisches Tensid enthélt oder daraus besteht, umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer ersten Flussigkeit, die mindestens ein nicht-ionisches
Tensid enthélt oder daraus besteht;

b) Bereitstellen einer zweiten Flussigkeit, die Wasser enthalt oder daraus
besteht; und

c) Mischen der Flissigkeiten aus a) und b) zu einem Gemisch in einem Mik-
romischer;

dadurch gekennzeichnet, dass der Mikromischer eine erste Zufiihrung fir die

erste Flussigkeit und eine zweite Zufiihrung fiir die zweite FlUssigkeit aufweist,

wobei an der ersten Zufiihrung des Mikromischers die Flussrate der ersten

Flussigkeit auf > 0,1 mL/min eingestellt wird, wodurch in Schritt c) Nanoparti-

kel gebildet werden, die eine Doppelmembran enthalten, wobei die Doppel-

membran das nicht-ionisches Tensid enthalt oder daraus besteht.

Unter dem Begriff ,,Nanopartikel” fallen erfindungsgemafl® im Wesentlichen
runde Nanopartikel (,,Niosomen*®) als auch im Wesentlichen plattchenférmige
Nanopartikel (,,Niodisks“). Als Durchmesser wird erfindungsgemaf die groRte
Ausdehnung der Nanopartikel in eine Raumrichtung d.h. die grofte

Querschnittsabmessung der Nanopartikel verstanden.

Das erfindungsgemaRe Verfahren ermdglicht eine kontinuierliche Herstellung
als auch Beladung von Niosomen und Niodisks. Ferner ist es mit dem erfin-
dungsgemafen Verfahren mdoglich, die GroRe der hergestellten Niosomen
bzw. Niodisks stufenlos einzustellen. Die GréBe der Partikel Idsst sich tiber die
Auswahl der Ausgangssubstanzen, lber die Konzentrationen, die Temperatur
und insbesondere Uber die Gesamtflussrate steuern. Uberraschenderweise
wurde gefunden, dass bei sonst konstanten Bedingungen (Ausgangssubstan-
zen, Konzentration an Tensid und Temperatur sind konstant) eine Steuerung
der GroRe der hergestellten Nanopartikel allein liber die Regelung der Ge-
samtflussrate (Flussrate von erster und zweiter Flussigkeit zusammen) mog-
lich ist.
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In dieser Hinsicht wurde der Zusammenhang entdeckt, dass die bereitgestell-
ten Nanodisks umso kleinere Durchmesser aufweisen, je héher die Gesamt-
flussrate bei ansonsten konstanten Parametern, insbesondere bei einem kon-
stant bleibenden Verhiltnis der Flussraten der beiden aufgegebenen Flissig-
keiten, ist. Beispielsweise ergaben sich fiir einen konkreten Mikromischer
(CPMM R300 der Institut flir Mikrotechnik Mainz GmbH) bei einer Gesamt-
flussrate von

- 4 ml/min Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 200 nm;

- 6 mL/min Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 130 nm;

- 8 mL/min Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 85 nm; und

- 11 mL/min Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 70 nm.

Auch bei den so genannten SIMM V2 wurden dhnliche Zusammenhdnge beo-
bachtet.

Das erfindungsgemadRe Verfahren weist folgende Vorteile gegeniiber den im

Stand der Technik bekannten Herstellungsverfahren auf:

1. Es ist eine stufenlose Kontrolle der GréBe der hergestellten Nanopartikel
moglich;

2. Aufgrund eines hohen Tensid-Volumenstroms (grofBlumige Kanile) kann
auch reines, flissiges Tensid eingesetzt werden d.h. das Verfahren kommt
ohne Lésen des Tensids in einem organischen Loésungsmittel aus;

3. Das Verfahren kann bei Raumtemperatur und anders als die , bubble me-
thod” auch ohne Gaseinwirkung durchgefiihrt werden d.h. es ist eine in-
situ-Beladung der Nanopartikel auch mit hitzeempfindlichen und Gasein-
wirkungs-empfindlichen Substanzen (z.B. Proteinen) moglich;

4. Das Verfahren erzeugt Nanopartikel mit einer engen GroBenverteilung d.h.
eine weitere Aufarbeitung der Nanopartikel ist nicht nétig. Dadurch wird
Zeit gespart und eine in-situ-Beladung der Nanopartikel mit Substanzen,
die gegeniiber Aufarbeitungsverfahren wie Ultraschallbehandlung
und/oder Extrusions empfindlich sind (z.B. Proteine), wird moglich; und

5. Es lassen sich erstmalig plattchenférmige Nanopartikel (Niodisks) bereit-

stellen, die einen Durchmesser von 20 bis 500 nm aufweisen.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weisen die mit dem erfindungsgema-
Ren Verfahren hergestellten Nanopartikel (Niosomen bzw. Niodisks) einen

Durchmesser zwischen 50 und 200 nm auf.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Mischung der ersten und
zweiten Flissigkeit in dem Mikromischer asymmetrisch. Dadurch erfolgt eine
verbesserte Selbstorganisation des eingesetzten mindestens einen nicht-
ionischen Tensids. Mit einer asymmetrischen Mischung ist eine Mischung mit
einer unterschiedlichen Flussrate der ersten Fliissigkeit zur zweiten Flissigkeit

gemeint.

Bevorzugt enthalt der Mikromischer eine gemeinsame Abfithrung zur Ablei-
tung des Gemisches der ersten und zweiten Flussigkeit (nach Schritt c) des
erfindungsgemalien Verfahrens), wobei die gemeinsame Abfiihrung optional
quer zu der Zufihrung fur die erste und/oder zweite Flissigkeit angeordnet

ist.

Das Verfahren kann dadurch gekennzeichnet sein, dass in Schritt c) das Mi-
schen der Fliissigkeiten zu einem Gemisch innerhalb eines Zeitraums von <5
sek, bevorzugt < 2 sek, besonders bevorzugt < 1 sek, erfolgt, wobei insbeson-
dere mit einem Mikromischer gemafd DIN EN ISO 10991:2010-03 gemischt
wird. Insbesondere bestehen der Mikromischer oder die den Mischraum be-
grenzenden (Wand-) Strukturen im Wesentlichen aus Edelstahl und/oder an-
deren inerten Materialien, wie z.B. Kunststoff (bevorzugt PEEK), Keramik, Me-
talle, Metalllegierungen und/oder Glas. Dies hat den Vorteil, dass ein breites
Spektrum an Tensiden und Losungsmitteln eingesetzt werden kann, ohne eine
zerstérende Wirkung auf den Mikromischer auszuiben. Ferner sind durch die
mechanischen Eigenschaften von Metallen, Metalllegierungen, wie z. B Edel-
stahl, auch sehr hohe Flussraten der Fllssigkeiten méglich, ohne den Mischer
zu zerstdren und Metalle und viele Metalllegierungen, wie z. B Edelstahl, wei-
sen zudem gute Warmeibertragungseigenschaften auf, falls eine Temperie-
rung vorteilhaft oder notig ist. Auch eine Autoklavierung und/oder Reinigung

ist mit diesen bestdandigen Materialien méglich.

Bevorzugt weist der Mikromischer einen oder mehrere Mischrdume auf, die

jeweils eine oder mehrere sich quer oder nicht parallel (z.B. schrag stehende)
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zur Hauptstrémungsrichtung (= primare Stromungsrichtung tiber den gesam-
ten Mischraum) erstreckende Strukturen enthalten, wobei die Strukturen be-
vorzugt eine Abmessung im Bereich von Mikrometern bis wenigen Millime-
tern (z.B. 1 um bis 10 mm) aufweisen und besonders bevorzugt dazu geeignet
sind, eine Flissigkeitslamellenbildung und abwechselnd benachbarte Anlage-
rung der Flissigkeitslamellen zu initiieren. Insbesondere sind die Strukturen
(auch Mikrostrukturen genannt) in Stromrichtung abwarts der ersten und
zweiten Zufithrung und bevorzugt in Stromrichtung aufwarts der Abfiihrung
angeordnet. Im Falle von mehreren Mischraumen pro Mischer weist jeder
Mischraum bevorzugt Zufiihrungen und eine Abfiihrung auf, wobei diese Zu-
flihrungen von einer Gesamtzufiihrung zum Mikromischer oder mehreren
Einzelzuflihrungen zum Mischer gespeist werden kénnen. Die Abflihrung aus
dem Mischer kann bei mehreren Mischrdumen Uber eine Gesamtabfiihrung
erfolgen, der zuvor alle Abfiihrungen der einzelnen Mischraume zugefiihrt
werden, oder Uber einzelne Abfiihrungen aus dem Mischer. Im Falle der Nut-
zung eines Mischers mit mehreren Mischrdumen sind die im Folgenden ver-
wendeten Formulierungen ,Zufiihrung des Mikromischers” zu verstehen als
Zufiihrung zum Mischraum und gleichlautend im Zusammenhang mit der Ab-

flihrung.

Im Falle des so genannten Slit-Interdigital-Micromixer (SIMM) zerteilen die
interdigitalen Strukturen den Strom der ersten und zweiten Fliissigkeit in je
mindestens zwei Teilstréme und lagern die entstehenden Lamellen der Flis-
sigkeiten benachbart zueinander an. Die Mischung und Partikelbildung erfolgt
im Anschluss an diese (interdigitalen) Strukturen durch die Anlagerung der
Lamellen der beiden Fliissigkeiten. Das resultierende Gemisch kann schlie3lich

Uber eine Abfiihrung den Mikromischer verlassen.

Der in dem erfindungsgemaRen Verfahren eingesetzte Mikromischer kann

einen

a) ,split-recombine“-Mikromischer, bevorzugt einen ,,ramp-up/ramp-down“-
Mikromischer, besonders bevorzugt einen ,caterpillar“-Mikromischer;

b) Multilaminations-Mikromischer, bevorzugt einen ,interdigital channel ar-
ray“-Mikromischer und/oder ,interdigital disk array“-Mikromischer, be-
sonders bevorzugt einen ,slit“-Mikromischer, ,triangular“-Mikromischer

und/oder ,star laminator“-Mikromischer; und/oder
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c) ,jet collision“-Mikromischer, bevorzugt einen , tilted jets“-Mikromischer,
besonders bevorzugt einen ,,impinging jet“-Mikromischer;
enthalten oder daraus bestehen. Technische Einzelheiten zu den aufgefiihrten
Mikromischern sind im Stand der Technik bekannt und wurden u.a. beispiel-
weise von der Institut fiir Mikrotechnik Mainz GmbH vielfach beschrieben und
gezeigt. Im Falle des Multilaminationsmischers bzw. ,split-recombine®-
Mikromischers sind die zugefiihrten Flissigkeiten insbesondere durch Mikro-
strukturen im Mischraum in eine Vielzahl benachbarter Fluidlamellen aufge-
spalten und alternierend zueinander angeordnet. In Betracht kommen unter
anderem Mikromischer des Typs Caterpillar Split and Recombine Mixer
(CPMM), Superfocus Interdigital Micro Mixer (SFIMM), Star Laminator
(StarLam) oder Slit Interdigital Micro Mixer (SIMM) der ehemaligen Institut fir
Mikrotechnik Mainz GmbH, IMM, jetzt Fraunhofer ICT-IMM (z.B. IMM-
Mischer mit der Bezeichnung CPMM-300 oder SIMM-V2).

In dem Verfahren kann der Mikromischer so betrieben werden, dass

i) an der ersten Zufiihrung des Mikromischers, insbesondere einer ersten
Zufiihrung einer oder mehrerer Mischraume des Mikromischers, die
Flussrate der ersten Fluissigkeit > 0,2 mL/min, bevorzugt > 0,4 mL/min,
besonders bevorzugt > 0,8 mL/min, insbesondere > 1 mL/min; und/oder

ii) an der zweiten Zufiihrung des Mikromischers, insbesondere einer zweiten
Zufiihrung einer oder mehrerer Mischraume des Mikromischers, die
Flussrate der zweiten Flissigkeit > 1 mL/min, bevorzugt > 2 mL/min, be-
sonders bevorzugt > 4 mL/min, insbesondere > 8 mL/min; und/oder

iii) das Verhaltnis der Flussrate der zweiten Flussigkeit zur Flussrate der ers-
ten Fliissigkeit < 14:1, bevorzugt < 12:1, besonders bevorzugt <10:1, ins-
besondere < 8:1, wobei vorteilhafterweise das besagte Verhialtnis wah-
rend des Verfahrens konstant gehalten wird; und/oder

iv) an einer Abfiihrung des Mikromischers, insbesondere einer Abfiihrung
einer oder mehrerer Mischraume des Mikromischers (optional einer ge-
meinsamen Abfihrung), die Flussrate von > 1 mL/min, bevorzugt > 2
mL/min, besonders bevorzugt >4 mL/min, insbesondere > 8 mL/min;

betragt.

Das mindestens eine nicht-ionische Tensid kann ausgewahlt sein aus der

Gruppe bestehend aus Polyoxyethylenalkohol, Polyoxyethylenester,
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Polyoxyethylenether, Polyoxyethylenglykolether, Polyoxyethylenalkylether,
Alkylethoxylat, Sorbitanfettsaureester, Polyoxyethylen-
Sorbitanfettsaureester, Polyoxyethylenfettsaureether und Mischungen hier-
von, bevorzugt Sorbitanmonostearat, Polyoxyethylen-Sorbitanmonostearat
Polyoxyethylen-Sorbitanmonolaurat, Polyoxyethylen-Sorbitanmonooleat,

Polyoxyethylencetylether und Mischungen hiervon.

Die erste Flussigkeit kann das mindestens eine nicht-ionische Tensid in einer
Konzentration von > 5 g/L, bevorzugt 10 bis 300 g/L, bevorzugt 20 bis 200 g/L,
besonders bevorzugt 30 bis 100 g/L, insbesondere 40 bis 60 g/L, enthalten.

Die erste Flussigkeit (und/oder zweite Flussigkeit), bevorzugt die erste Flissig-

keit, kann mindestens eine weitere oberflachenaktive Substanz enthalten,

bevorzugt

a) ein weiteres nicht-ionisches Tensid; und/oder

b) ein kationisches Tensid, besonders bevorzugt Stearylamin und/oder
Cetylpyridiniumchlorid; und/oder

c) ein anionisches Tensid, besonders bevorzugt Dicetylphosphat,
Phosphatidsdure und/oder Cholsaure; und/oder

d) ein amphoteres Tensid, besonders bevorzugt ein Betain und/oder Sultain;
und/oder

e) ein Lipid, besonders bevorzugt ein Phospholipid; und/oder

f)  Cholesterin, besonders bevorzugt derivatisiertes Cholesterin, insbesonde-

re ethoxyliertes Cholesterin.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der min-
destens einen weiteren oberflaichenaktiven Substanz um Cholesterin, beson-
ders bevorzugt derivatisiertes Cholesterin, insbesondere ethoxyliertes Choles-
terin. Es wurde gefunden, dass sich Cholesterin bzw. ein Derivat hiervon als
mindestens eine weitere oberflachenaktive Substanz besonders gut dafiir eig-
net, spharische Nanopartikel (Niosomen) mit dem erfindungsgemafRen Ver-

fahren bereitzustellen.

Die Konzentration der mindestens einen weiteren oberflachenaktiven Sub-
stanz kann 2 bis 80 Gew.-%, bevorzugt 5 bis 50 Gew.-%, besonders bevorzugt

10 bis 40 Gew.-%, in Bezug auf das Gesamtgewicht des mindestens einen
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nicht-ionischen Tensids, betragen.

Die erste Flissigkeit kann ferner

i) mindestens ein organisches Losungsmittel, bevorzugt ein organisches, mit
Wasser-mischbares Losungsmittel, besonders bevorzugt ein Lésungsmit-
tel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Alkoholen (besonders be-
vorzugt Ethanol, 1-Propanol, 2-Propanol und/oder Methanol), Aceton,
Tetrahydrofuran, Dioxan, Acetonitril und/oder Dimethylsulfoxid;
und/oder

i) Uberkritisches CO,;

enthalten.

Optional enthdlt die erste Fliissigkeit kein organisches Lésungsmittel oder gar

kein Losungsmittel.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform enthalt die erste und/oder zweite Flis-

sigkeit

a) mindestens eine organische Wirksubstanz, bevorzugt ein Wirkstoff zur
Behandlung einer Krankheit, besonders bevorzugt ein Molekiil ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Vitamin, Protein, Peptid, Lipid, DNA,
RNA, organisches Molekiil mit einer Masse < 500 Da und Mischungen
hiervon: und/oder

b) mindestens eine anorganische Wirksubstanz, bevorzugt eine Substanz
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus magnetischer Substanz, para-
magnetischer Substanz und Mischungen hiervon, besonders bevorzugt Ei-

senoxid, Manganoxid und Mischungen hiervon.

Die Konzentration der mindestens einen organischen Wirksubstanz und/oder
mindestens einen anorganischen Wirksubstanz kann > 1 Gew.-%, bevorzugt 5
bis 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 10 bis 60 Gew.-%, insbesondere 15 bis 30
Gew.-%, in Bezug auf das Gesamtgewicht des mindestens einen nicht-

ionischen Tensids, betragen.

Die zweite Flissigkeit kann
a) eine Puffersubstanz, bevorzugt Citrat, Phosphat, Carbonat, Cacodylat,

Acetat, 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, 4-(2-Hydroxyethyl)-1-



10

15

20

25

30

35

WO 2017/103268 PCT/EP2016/081743

13

piperazinethanesulfonsdure , Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
und/oder 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-propansulfonsadure; und/oder

b) einen osmotisch aktiven Hilfsstoff, bevorzugt Natriumchlorid und/oder
Mannit;

enthalten.

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann dadurch gekennzeichnet sein, dass

wahrend des Verfahrens mindestens eine Substanz ausgewahlt aus der Grup-

pe bestehend aus

i) Rezeptor fiir einen Ligand (z.B. ein Transmembranrezeptor);

ii) Ligand fiir einen Rezeptor (z.B. ein Ligand fiir einen
Transmembranrezeptor); und

iii) Mischungen hiervon;

zumindest bereichsweise in die Doppelmembran der Nanopartikel eingebaut

wird, bevorzugt durch Zugabe der mindestens einen Substanz in einem der

Schritte a) bis c). Durch diese MaRnahme kann das Targeting der Nanopartikel

zu einem bestimmten biologischen Target (z.B. Rezeptor und/oder Ligand an

der Oberflache einer biologischen Zelle) verbessert werden.

In dem erfindungsgemaRen Verfahren kann in dem Schritt a), b) und/oder c),
bevorzugt in den Schritten a) bis c¢), auf eine Temperatur von 10 °C bis 100 °C,
bevorzugt 15 bis 80 °C, besonders bevorzugt 20 bis 50 °C, insbesondere 20 °C
bis 40 °C, temperiert werden. Die Temperatur wird je nach verwendetem Ten-
sid gewahlt und bevorzugt auch im Hinblick auf die mindestens eine organi-
sche Wirksubstanz und/oder anorganische Wirksubstanz bzw. den in die Dop-

pelmembran einzubauenden Rezeptor und/oder Liganden.

In einem weiteren Schritt nach Schritt ¢) des erfindungsgemafen Verfahrens
kdnnen die Nanopartikel aufgereinigt werden, bevorzugt Gber Diafiltration,
Ultrafiltration, Gelfiltration und/oder Evaporation. Besonders bevorzugt wer-
den die Nanopartikel von nicht an die Nanopartikel gebundenen Substanzen,
insbesondere mindestens einem organischen Lésungsmittel, befreit. Eine
Aufreinigung von wasserldslichen Komponenten erfolgt bevorzugt (iber Gel-

filtration.
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Erfindungsgemald werden zudem plattchenférmige Nanopartikel bereitge-
stellt, die eine Doppelmembran enthalten, wobei die Doppelmembran ein
nicht-ionisches Tensid enthalt oder daraus besteht, dadurch gekennzeichnet,
dass die plattchenférmigen Nanopartikel einen Durchmesser von 20 bis 500

nm aufweisen.

Die plattchenférmigen Nanopartikel kdnnen einen Durchmesser von 30 bis
200 nm, bevorzugt 50 bis 150 nm aufweisen. Die Dicke der Scheiben betragt
fiir gewdhnlich weniger als 10 nm, kann jedoch durch Einlagerung hydropho-
ber Agenzien zu einem gewissen Grad beeinflusst werden. Folglich weisen die
erfindungsgemafRen plattchenférmigen Nanopartikel bevorzugt eine Dicke

von 1 bis 20 nm, bevorzugt eine Dicke von 2 bis 10 nm auf.

Der Durchmesser der Nanopartikel kann mit dynamischer Lichtstreuung
und/oder cryogener Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) be-
stimmt werden. Bevorzugt wird der Durchmesser mit cryogener Transmissi-
onselektronenmikroskopie bestimmt, da dieses Verfahren gerade bei
plattchenférmigen Nanopartikeln die wahren Werte fiir die grote

Querschnittsabmessung einzelner Nanopartikel liefert.

Die Nanopartikel kénnen > 1 Gew.-%, bevorzugt 5 bis 80 Gew.-%, besonders
bevorzugt 10 bis 60 Gew.-%, insbesondere 15 bis 30 Gew.-%, in Bezug auf das
Gesamtgewicht des mindestens einen nicht-ionischen Tensids, mindestens
eine organische Wirksubstanz und/oder mindestens eine anorganische Wirk-
substanz enthalten, wobei die mindestens eine organische Wirksubstanz
und/oder mindestens eine anorganische Wirksubstanz bevorzugt zumindest

bereichsweise in der Doppelmembran der Nanopartikel angeordnet ist.

Die plattchenférmigen Nanopartikel sind bevorzugt durch das erfindungsge-

maRe Verfahren herstellbar.

Insbesondere eignen sich die erfindungsgemaRen Nanopartikel zur Verwen-
dung in der Medizin, bevorzugt zur Verwendung in einem Verfahren zur the-
rapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Kérpers, beson-

ders bevorzugt
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a) zur Applikation von einem Wirkstoff, besonders bevorzugt zur topischen
Applikation von einem Wirkstoff, besonders bevorzugt zur transdermalen
Applikation von einem Wirkstoff; und/oder

b) zum Targeting von einem Wirkstoff; und/oder

c) zur Freisetzung von einem Wirkstoff;

in einem Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder

tierischen Korpers. Hierbei enthalt der Wirkstoff bevorzugt einen Impfstoff

und/oder ein Biotherapeutikum oder besteht daraus. Insbesondere handelt es
sich bei der Behandlung um die Behandlung von Krebs, einer
inflammatorischen Erkrankung, einer Erkrankung des Immunsystems
und/oder eine neurodegenerative Erkrankung. Der Vorteil der Niodisks ist
hierbei, dass sie im Vergleich zu Niosomen eine wesentlich grofRere ebene

Kontaktflache exponieren (Oberseite und Unterseite der Niodisks), was eine

Andockung an biologische Zellen (vor allem solchen mit ebenfalls ebener

Oberflache, wie z.B. Epithelzellen) erleichtert und verstarkt.

Ferner eignen sich die erfindungsgemafen Nanopartikel zur Verwendung in
der Behandlung von Krebs, in der Behandlung von inflammatorischen Erkran-

kungen und/oder in der Impfung.

Dariberhinaus wird die Verwendung der erfindungsgemaflen Nanopartikel in
einem Diagnostizierverfahren vorgeschlagen bevorzugt in einem
Diagnostizierverfahren, das am menschlichen oder tierischen Kérper vorge-
nommen wird, insbesondere in einem Diagnostizierverfahren, in dem die Na-
nopartikel einen Biomarker enthalten. Die Nanopartikel sind beispielsweise
als Kontrastmittel geeignet, wenn sie z.B. magnetische Nanopartikel als anor-

ganische Wirksubstanz enthalten.

Ferner wird die Verwendung der erfindungsgemalBen Nanopartikel in der

Kosmetik vorgeschlagen.

Es kommt dariiberhinaus eine Verwendung der erfindungsgemaRen Nanopar-
tikel

a) zur Verkapselung mindestens einer Substanz; und/oder

b) zum Targeting mindestens einer Substanz; und/oder

c) zur Freisetzung mindestens einer Substanz; und/oder
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d) Herstellung eines Kompositmaterials;
in Betracht.

Hierbei ist die mindestens eine Substanz bevorzugt ein Biomarker und es han-
delt sich bei der Verwendung optional um eine in-vitro-Verwendung. Hervor-
ragend sind die Nanopartikel zur Freisetzung von mindestens einer Substanz
geeignet geeignet, wenn sie z.B. magnetische Nanopartikel enthalten (Freiset-

zung wird Uber Magnetismus gesteuert).

Anhand der nachfolgenden Figuren und Beispiele soll der erfindungsgemaRe
Gegenstand naher erldautert werden, ohne diesen auf die hier dargestellten

spezifischen Ausfiihrungsformen einschranken zu wollen.

Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung eines erfindungsgemafen Verfah-
rens. Die erste Fliissigkeit 1 enthalt nicht-ionisches Tensid und n-Propanol als
Loésungsmittel. Die zweite Flussigkeit 2 enthalt nur Wasser. Die erste und zwei-
te FlUssigkeit 1, 2 werden jeweils mit einer bestimmten Flussrate liber eine
Pumpe in einen Mikromischer 3 gepumpt. Als Mikromischer 3 wird ein
Multilaminations-Mikromischer (genauer: »Split-and-recombine”-
Mikromischer) eingesetzt. Nach der Passage des Mikromischers 3 erfolgt die
Separation der Nanopartikel 5 von dem organischen Lésungsmittel n-Propanol
6 Uber mindestens eine Reinigungsvorrichtung 4 (Ultrafiltrations-, Gelfiltrati-
ons- und/oder Evaporationsvorrichtung). Die Separation erfolgt hier kontinu-
ierlich im direkten Anschluss, kann aber separat in einem weiteren Schritt
erfolgen.

Figur 2 zeigt eine Cryo-TEM-Aufnahme von iber das erfindungsgemaRe Ver-
fahren herstellbare Nanopartikel (hier: Niosomen). Es sind vesikuladre Struktu-
ren zu erkennen, die vorwiegend unilamellar, jedoch aufgrund der recht ho-
hen Ausgangskonzentration auch zum Teil bilamellar sind. In der Lichtstreu-
ung wurde fiir diese Probe ein mittlerer hydrodynamischer Durchmesser von
112 nm ermittelt.

Figur 3 zeigt die Moglichkeit der gréBenkontrollierten Herstellung von Nano-
partikeln (hier: Niosomen) durch das erfindungsgemafRe Verfahren. Darge-

stellt ist der z-gemittelte hydrodynamische Radius (ermittelt aus der dynami-
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schen Lichtstreuung) der Niosomen in Abhangigkeit von der Gesamtflussrate
bei der Herstellung im Mikromischer. Es wird deutlich, dass bei ansonsten
konstanten Bedingungen (Ausgangskonzentration, Temperatur, Mischverhalt-
nis) die GréRe der Niosomen Uber die Variation der Gesamtflussrate einge-

stellt werden kann.

Figur 4 zeigt eine Cryo-TEM-Aufnahme von erfindungsgemaRen Nanopartikeln
(Niodisks). Mit dem Pfeil ist eine Tensidscheibe exemplarisch gekennzeichnet.
Die Durchmesser, der hier abgebildeten Scheiben liegen bei ca. 50 - 120 nm.
In der dynamischen Lichtstreuung wurde fiir diese Probe ein mittlerer hydro-

dynamischer kugelaquivalenter Durchmesser von 132 nm ermittelt.

Figur 5 zeigt die Mdglichkeit der gréBenkontrollierten Herstellung von Nano-
partikeln (hier: Niodisks) durch das erfindungsgemaRe Verfahren. Dargestellt
ist der z-gemittelte hydrodynamische Radius (ermittelt tber dynamische
Lichtstreuung) der Niodisks in Abhadngigkeit von der Gesamtflussrate bei der
Herstellung im Mikromischer. Es wird deutlich, dass bei ansonsten konstanten
Bedingungen (Ausgangskonzentration, Temperatur, Mischverhaltnis) die Gro-
Re der Niodisks {iber die Variation der Gesamtflussrate eingestellt werden

kann.

Figur 6 zeigt drei Cryo-TEM Aufnahmen von erfindungsgemafien Niodisks,
welche die gleiche Probe unter verschiedenen Verkippungen der Probe im
Cryo-TEM-Halter abbilden. Durch die Verkippung wird der Scheibencharakter
der Nanopartikel bewiesen. Beispielhaft ist mit dem Pfeil ein bestimmtes Na-
nopartikel gekennzeichnet, das in den drei Abbildungen aus unterschiedlichen
Perspektiven dargestellt ist (linkes Bild: 0° Verkippung, mittiges Bild 10°
Verkippung, rechtes Bild 30° Verkippung).

Beispiel 1 — Herstellung von Niosomen tUber das erfindungsgemélle Verfahren

Ausgangslosung A: 45 g/L Span-60 und 15 g/L Cholesterol in n-Propanol.

Ausgangslésung B: entgastes Wasser.

Alle Ausgangslosungen wurden auf 50 °C vorgeheizt, die Partikelbildung er-
folgte bei 50 °C. Pumpe A wurde mit 5 ml/min, Pumpe B mit 0,63 ml/min be-
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trieben. Die aufgefangene Probe wurde anschlieBend zur Entfernung des
Restgehaltes an n-Propanol gegen Wasser dialysiert.
Bei gleichbleibenden Konditionen, nur durch Variation der Gesamtflussrate,
lasst sich auch hier der mittlere hydrodynamische Durchmesser nahezu stu-

fenlos einstellen (siehe Fig. 3).

Beispiel 2 — Herstellung von Niodisks liber das erfindungsgeméfRe Verfahren

Ausgangslosung A: 45 g/L Span-60 in n-Propanol.

Ausgangslésung B: entgastes Wasser.

Alle Ausgangslosungen wurden auf 50 °C vorgeheizt, die Partikelbildung er-
folgte bei 50 °C. Pumpe A wurde mit 7,2 ml/min, Pumpe B mit 0,9 ml/min be-
trieben. Die aufgefangene Probe wurde anschlieBend zur Entfernung des
Restgehaltes an n-Propanol gegen Wasser dialysiert.

Bei gleichbleibenden Konditionen, nur durch Variation der Gesamtflussrate,
lasst sich der mittlere hydrodynamische kugeldaquivalente Radius nahezu stu-

fenlos einstellen (siehe Fig. 5).

In die Niodisks kénnen problemlos (vor allem hydrophobe) Substanzen einge-
baut werden. So konnten beispielsweise unproblematisch Niodisks mit 20
Gew.-% (bezogen auf die Tensidkonzentration) Vitamin-A-Palmitat hergestellt

werden.
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Patentanspriiche

Kontinuierliches Verfahren zur Herstellung von supramolekularen Na-
nopartikeln mit einem Durchmesser von 20 nm bis 500 nm enthaltend
eine Doppelmembran, wobei die Doppelmembran ein nicht-ionisches

Tensid enthalt oder daraus besteht, umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer ersten Flussigkeit, die mindestens ein nicht-

jonisches Tensid enthéalt oder daraus besteht;

b) Bereitstellen einer zweiten Flissigkeit, die Wasser enthélt oder da-

raus besteht; und

c) Mischen der Fliissigkeiten aus a) und b) zu einem Gemisch in ei-

nem Mikromischer;

dadurch gekennzeichnet, dass der Mikromischer eine erste Zufiihrung
fiir die erste Flissigkeit und eine zweite Zufiihrung fir die zweite Flis-
sigkeit aufweist, wobei an der ersten Zufiihrung des Mikromischers die
Flussrate der ersten Flussigkeit auf > 0,1 mL/min eingestellt wird, wo-
durch in Schritt c) Nanopartikel gebildet werden, die eine Doppel-
membran enthalten, wobei die Doppelmembran das nicht-ionisches

Tensid enthélt oder daraus besteht.

Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt
c) das Mischen der Flussigkeiten zu einem Gemisch innerhalb eines
Zeitraums von < 5 sek, bevorzugt < 2 sek, besonders bevorzugt <1 sek,
erfolgt, wobei insbesondere mit einem Mikromischer gemafR DIN EN
ISO 10991:2010-03 gemischt wird.

Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Mikromischer einen oder mehrere Mischrdume
aufweist, die jeweils eine oder mehrere sich quer oder nicht parallel
zur Hauptstrémungsrichtung erstreckende Strukturen enthalten, wo-

bei die Strukturen bevorzugt eine Abmessung im Bereich von Mikro-
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metern bis wenigen Millimetern aufweisen und besonders bevorzugt

dazu geeignet sind, eine Fliissigkeitslamellenbildung und abwechselnd

benachbarte Anlagerung der Flissigkeitslamellen zu initiieren.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass der Mikromischer

a)

eine gemeinsame Abflihrung zur Ableitung des Gemisches der ers-
ten und zweiten Flissigkeit enthalt, wobei die gemeinsame Abfiih-
rung bevorzugt quer zu der Zufihrung fir die erste und/oder zwei-

te Flussigkeit angeordnet ist; und/oder

eine oder mehrere sich quer zur Strémungsrichtung erstreckende
Mischstrukturen aufweist, die bevorzugt eine Abmessung im Be-
reich von Mikrometern bis wenigen Millimetern aufweisen und
besonders bevorzugt dazu geeignet sind, die erste und/oder zwei-
te Fliissigkeit in eine Richtung quer zur Strémungsrichtung abzu-

lenken.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass der Mikromischer einen

a)

»Split-recombine“-Mikromischer, bevorzugt einen ,ramp-
up/ramp-down“-Mikromischer, besonders bevorzugt einen

,caterpillar“-Mikromischer; und/oder

Multilaminations-Mikromischer, bevorzugt einen ,interdigital
channel array“-Mikromischer und/oder ,interdigital disk array“-
Mikromischer, besonders bevorzugt einen ,slit“-Mikromischer,
Jtriangular“-Mikromischer und/oder ,star laminator”-

Mikromischer; und/oder

»jet collision“-Mikromischer, bevorzugt einen ,tilted jets”-
Mikromischer, besonders bevorzugt einen ,impinging jet”-

Mikromischer;

enthalt oder daraus besteht.
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Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass der Mikromischer so betrieben wird, dass

i) an der ersten Zufiihrung des Mikromischers, insbesondere einer
ersten Zufithrung einer oder mehrerer Mischrdume des Mikromi-
schers, die Flussrate der ersten Flissigkeit > 0,2 mL/min, bevor-
zugt > 0,4 mL/min, besonders bevorzugt > 0,8 mL/min, insbeson-

dere > 1 mL/min; und/oder

ii) an einer zweiten Zufiihrung des Mikromischers, insbesondere ei-
ner zweiten Zufiihrung einer oder mehrerer Mischraume des Mik-
romischers, die Flussrate der zweiten Flissigkeit > 1 mL/min, be-
vorzugt > 2 mL/min, besonders bevorzugt > 4 mL/min, insbeson-

dere > 8 mL/min; und/oder

iii) das Verhaltnis der Flussrate der zweiten Flussigkeit zur Flussrate
der ersten Flissigkeit < 14:1, bevorzugt < 12:1, besonders bevor-
zugt < 10:1, insbesondere < 8:1; und/oder

iv) an einer Abfihrung des Mikromischers, insbesondere einer Abfiih-
rung einer oder mehrerer Mischraume des Mikromischers, die
Flussrate von > 1 mL/min, bevorzugt > 2 mL/min, besonders be-

vorzugt > 4 mL/min, insbesondere > 8 mL/min;

betragt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die erste Fliissigkeit ein nicht-ionische Tensid ent-
halt, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Polyoxyethylenalkohol, Polyoxyethylenester, Polyoxyethylenether,
Polyoxyethylenglykolether, Polyoxyethylenalkylether, Alkylethoxylat,
Sorbitanfettsdureester, Polyoxyethylen-Sorbitanfettsaureester,
Polyoxyethylenfettsdureether und Mischungen hiervon, bevorzugt
Sorbitanmonostearat, Polyoxyethylen-Sorbitanmonostearat
Polyoxyethylen-Sorbitanmonolaurat, Polyoxyethylen-
Sorbitanmonooleat, Polyoxyethylencetylether und Mischungen hier-

von.
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Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die erste Fliissigkeit nicht-ionisches Tensid in einer
Konzentration von > 5 g/L, bevorzugt 10 bis 300 g/L, bevorzugt 20 bis
200 g/L, besonders bevorzugt 30 bis 100 g/L, insbesondere 40 bis 60
g/L, enthalt oder daraus besteht.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die erste Flissigkeit mindestens eine weitere ober-

flachenaktive Substanz enthialt, bevorzugt
a) ein weiteres nicht-ionisches Tensid; und/oder

b) ein kationisches Tensid, besonders bevorzugt Stearylamin

und/oder Cetylpyridiniumchlorid; und/oder

c) ein anionisches Tensid, besonders bevorzugt Dicetylphosphat,

Phosphatidsdure und/oder Cholsaure; und/oder

d) ein amphoteres Tensid, besonders bevorzugt ein Betain und/oder
Sultain; und/oder

e) ein Lipid, besonders bevorzugt ein Phospholipid; und/oder

f)  Cholesterin, besonders bevorzugt derivatisiertes Cholesterin, ins-

besondere ethoxyliertes Cholesterin;

enthalt, wobei die Konzentration der mindestens einen weiteren ober-
flachenaktiven Substanz 2 bis 80 Gew.-%, bevorzugt 5 bis 50 Gew.-%,
besonders bevorzugt 10 bis 30 Gew.-%, in Bezug auf das Gesamtge-

wicht des mindestens einen nicht-ionischen Tensids, betragt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass die erste Fliissigkeit

i)  mindestens ein organisches Losungsmittel, bevorzugt ein organi-
sches, mit Wasser-mischbares Losungsmittel, besonders bevorzugt
ein Lésungsmittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Al-
koholen, besonders bevorzugt Ethanol, 1-Propanol, 2-Propanal,
und/oder Methanol, Aceton, Tetrahydrofuran, Dioxan, Acetonitril,
Dimethylsulfoxid; und/oder



10

15

20

25

30

WO 2017/103268

11.

12.

PCT/EP2016/081743
23

ii) Uberkritisches CO,;

enthalt, wobei die erste Flissigkeit optional kein organisches L6-

sungsmittel oder gar kein Lésungsmittel enthalt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass die erste und/oder zweite Flissigkeit

a) mindestens eine organische Wirksubstanz, bevorzugt ein Wirkstoff
zur Behandlung einer Krankheit, besonders bevorzugt ein Molekiil
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Vitamin, Protein, Pep-
tid, Lipid, DNA, RNA, organisches Molekiil mit einer Masse < 500

Da und Mischungen hiervon; und/oder

b) mindestens eine anorganische Wirksubstanz, bevorzugt eine Sub-
stanz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus magnetischer
Substanz, paramagnetischer Substanz und Mischungen hiervon,
besonders bevorzugt Eisenoxid, Manganoxid und Mischungen

hiervon;

enthalt, wobei die Konzentration der mindestens einen organischen
Wirksubstanz und/oder mindestens einen anorganischen Wirksubstanz
> 1 Gew.-%, bevorzugt 5 bis 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 10 bis 60
Gew.-%, insbesondere 15 bis 30 Gew.-%, in Bezug auf das Gesamtge-

wicht des mindestens einen nicht-ionischen Tensids, betragt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass die zweite Fliissigkeit

a) eine Puffersubstanz, bevorzugt Citrat, Phosphat, Carbonat,
Cacodylat, Acetat, 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, 4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonsaure ,
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und/oder 4-(2-Hydroxyethyl)-

piperazin-1-propansulfonsaure; und/oder

b) einen osmotisch aktiven Hilfsstoff, bevorzugt Natriumchlorid

und/oder Mannit;

enthalt.
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Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass wiahrend des Verfahrens mindestens eine Substanz

ausgewadhlt aus der Gruppe bestehend aus
i) Rezeptor fur einen Ligand;

ii) Ligand fiir einen Rezeptor; und

iii) Mischungen hiervon;

zumindest bereichsweise in die Doppelmembran der Nanopartikel ein-
gebaut wird, bevorzugt durch Zugabe der mindestens einen Substanz

in einem der Schritte a) bis c).

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in dem Schritt a), b) und/oder c), bevorzugt in den
Schritten a) bis c), auf eine Temperatur von 10 °C bis 100 °C, bevorzugt
15 bis 80 °C, besonders bevorzugt 20 bis 50 °C, insbesondere 20 °C bis

40 °C, temperiert wird.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Nanopartikel in einem weiteren Schritt nach
Schritt c) aufgereinigt werden, bevorzugt tGber Diafiltration, Ultrafiltra-
tion, Gelfiltration und/oder Evaporation, wobei die Nanopartikel be-
sonders bevorzugt von nicht an die Nanopartikel gebundenen Substan-
zen, inshesondere mindestens einem organischen Losungsmittel, be-
freit werden.

Plattchenférmige Nanopartikel enthaltend eine Doppelmembran, wo-
bei die Doppelmembran ein nicht-ionisches Tensid enthalt oder daraus
besteht, dadurch gekennzeichnet, dass die plattchenférmigen Nano-

partikel einen Durchmesser von 20 bis 500 nm aufweisen.
Plattchenférmige Nanopartikel gemaR Anspruch 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die plattchenférmigen Nanopartikel

i)  einen Durchmesser von 30 bis 200 nm, bevorzugt 50 bis 150 nm;
und/oder

ii) eine Dicke von 1 bis 20 nm, bevorzugt eine Dicke von 2 bis 10 nm;
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aufweisen.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaR einem der Anspriiche 16 oder
17, wobei der Durchmesser das Ergebnis einer Messung mit dynami-
scher Lichtstreuung und/oder cryogener Transmissionselektronenmik-
roskopie ist, bevorzugt das Ergebnis einer Messung mit cryogener

Transmissionselektronenmikroskopie.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaB einem der Anspriiche 16 bis 18,
dadurch gekennzeichnet, dass die Nanopartikel > 1 Gew.-%, bevorzugt
5 bis 80 Gew.-%, besonders bevorzugt 10 bis 60 Gew.-%, insbesondere
15 bis 40 Gew.-%, in Bezug auf die Gesamtmenge des mindestens ei-
nen nicht-ionischen Tensids, mindestens einer organischen Wirksub-
stanz und/oder mindestens einer anorganischen Wirksubstanz enthal-
ten, wobei die mindestens eine organische Wirksubstanz und/oder
mindestens eine anorganische Wirksubstanz bevorzugt zumindest be-

reichsweise in der Doppelmembran der Nanopartikel angeordnet ist.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaB einem der Anspriiche 16 bis 19,
dadurch gekennzeichnet, dass die Nanopartikel durch das Verfahren

gemaR einem der Anspriiche 1 bis 15 herstellbar sind.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaR einem der Anspriiche 16 bis 20
zur Verwendung in der Medizin, bevorzugt zur Verwendung in einem
Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tie-

rischen Kdrpers, besonders bevorzugt

a) zur Applikation von einem Wirkstoff, besonders bevorzugt zur top-

ischen Applikation von einem Wirkstoff; und/oder
b) zum Targeting von einem Wirkstoff; und/oder
c) zur Freisetzung von einem Wirkstoff;

in einem Verfahren zur chirurgischen oder therapeutischen Behand-
lung des menschlichen oder tierischen Kérpers, wobei der Wirkstoff
bevorzugt ein Impfstoff und/oder Biotherapeutikum enthalt oder da-
raus besteht und es sich bei der Behandlung insbesondere um die Be-

handlung von Krebs, einer inflammatorischen Erkrankung, einer Er-



10

15

20

WO 2017/103268

22.

23.

24,

25.

PCT/EP2016/081743
26

krankung des Immunsystems und/oder eine neurodegenerative Er-

krankung handelt.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaR einem der Anspriiche 16 bis 20
zur Verwendung in der Behandlung von Krebs, in der Behandlung von

inflammatorischen Erkrankungen und/oder in der Impfung.

Plattchenférmige Nanopartikel gemaR einem der Anspriiche 16 bis 20
zur Verwendung in einem Diagnostizierverfahren, bevorzugt in einem
Diagnostizierverfahren, das am menschlichen oder tierischen Kérper

vorgenommen wird, insbesondere an einem Diagnostizierverfahren, in

dem die Nanopartikel einen Biomarker enthalten.

Verwendung der Nanopartikel gemald einem der Anspriiche 16 bis 20

in der Kosmetik.

Verwendung der Nanopartikel gemald einem der Anspriiche 16 bis 20
a) zur Verkapselung mindestens einer Substanz; und/oder

b) zum Targeting mindestens einer Substanz; und/oder

c) zur Freisetzung mindestens einer Substanz; und/oder

d) Herstellung eines Kompositmaterials;

wobei die mindestens eine Substanz bevorzugt ein Biomarker ist und
es sich bei der Verwendung optional um eine in-vitro-Verwendung
handelt.
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