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(57) Abstract: A spray system for production of a matrix which forms in situ
is described, this comprising at least one lipophilic component comprising at
least one polymer based on glycolic acid and lactic acid and at least one
biocompatible solvent having an XlogP3 value of less than 0.2, and at least
one hydrophilic component, the at least two components being present
separately from one another prior to use and not being mixed until or in the
course of spraying, and the components forming a film when sprayed onto
human tissue.

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Sprithsystem zur Erzeugung einer in-situ
sich bildenden Matrix beschrieben, das mindestens eine lipophile
Komponente, die mindestens ein auf Glycolsdure und Milchsédure basierendes
Polymer und mindestens ein biokompatibles Losungsmittel mit einem XlogP3-
Wert von kleiner 0,2 enthélt, und mindestens eine hydrophile Komponente
enthélt, wobei die mindestens zwei Komponenten vor der Anwendung
getrennt voneinander vorliegen und erst zum oder beim Sprithen gemischt
werden, wobei die Komponenten beim Aufsprithen auf menschliches Gewebe
einen Film bilden.
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SPRUHSYSTEM ZUR ERZEUGUNG EINER IN SITU GEBILDETEN MATRIX

Die Erfindung betrifft ein Sprith- bzw. Applikationssystem zur Verwendung zur Verhinde-
rung von Adhésionen, insbesondere chirurgischen Adhisionen.

Nach Verletzungen und operativen Eingriffen kommt es hiufig zu Adhésionen, die sich zu
Verwachsungen und Vernarbungen entwickeln und zu postoperativen Komplikationen
fithren. Insbesondere bei operativen Eingriffen im Bauchraum entstehen bei bis zu 94% der
Patienten primére postoperative Adhdsionen. Das Peritoneum kleidet als serése Haut die
Bauchhéhle aus und besteht aus einem visceralen und einem parietalen Blatt mit einem
serdsen Spaltraum, der mit 5 bis 20 ml Fliissigkeit gefiillt ist und ein freies Gleiten der Or-
gane ermdglicht. Histologisch betrachtet besteht das Peritoneum aus einem einschichtigen
Plattenepithel, auch Mesothelschicht genannt, und einer schmalen Schicht an subserdsem
Bindegewebe. Eine Verletzung der Mesothelschicht filhrt innerhalb weniger Tage zur
Ausbildung fester Verwachsungen zwischen den beiden Bléttern und dem umliegenden
Gewebe. Neben Verletzungen durch einen chirurgischen Eingriff kann die Mesothelschicht
auch bereits durch den Einsatz von Tupfern, das Austrocknen der Oberfliche wihrend der
Operation oder durch Kontakt mit Talkum von entsprechend gepuderten Handschuhen
geschidigt werden. Auch bei minimalinvasiver Chirurgie, wie Laparoskopie, wird der Ak-
tivierungsprozess in Gang gesetzt.

Obwohl schon tiiber ein Jahrhundert an der Pathophysiologie peritonealer Adh#isionen ge-
forscht wurde, sind die Erkenntnisse bis heute noch unvolisténdig. In Figur 1 ist die Patho-
genese peritonealer Adhésionen mit therapeutischen Ansatzmdglichkeiten zusammenfas-
send dargestellt. Es wird angenommen, dass durch Traumatisierung des peritonealen Ge-
webes eine Entziindungsreaktion mit Exsudation von inflammatorischen Zellen und 16sli-
chen Fibrinmonomeren entsteht. Innerhalb von ca. 3 Stunden bilden sich daraus erste fib-
rose Strukturen, die bei ausreichender fibrinolytischer Aktivitat durch die Serinprotease



WO 2013/045455 PCT/EP2012/068889

2.

Plasmin innerhalb der ersten Tage aufgeldst werden konnen. Geschieht dies nicht, kommt

es in der Folge zur Bildung von kollagenreichem Bindegewebe, der permanenten Adhisi-
on, die dann die Schwierigkeiten bereitet.

Wihrend in den ersten zwei Tagen nach der Verletzung vor allem neutrophile Leukozyten
am Entzlindungsprozess beteiligt sind, spielen Makrophagen und Mesothelzellen eine ent-
scheidende Rolle fiir die Entstehung der permanenten Adhésion. Beide Zelltypen sind in
der Lage, Plasminogen, eine Vorstufe des Plasmins, in die Blutbahn auszuschiitten. In den
Blutkapillaren wird Plasminogen durch die Serinprotease Plasminogenaktivator (Tis-
sue/Urokinaseplasminogenaktivator, t-PA/u-PA) in Plasmin umgewandelt. Diese Proteasen
werden ebenfalls von der Mesothelschicht sezerniert. Ausgeldst durch eine erhohte Kon-
zentration an inflammatorischen Cytokinen wie dem Tumornekrosefaktor (TNF), dem
transformierenden Wachstumsfaktor (TGFp) oder Interleukinen kommt es in der posttrau-
matischen Phase zu einem Abfall der aktiven tPA-Konzentration. Dadurch wird die fibri-
nolytische Aktivitit in der Bauchhéhle deutlich reduziert, was zu einem Ungleichgewicht
zwischen Fibrinolyse und Fibrinbildung fiihrt und die Ausbildung permanenter Adhisio-
nen fordert. Der Abfall der aktiven t-PA-Konzentration im Gewebe wiederum ist die Folge
einer reduzierten t-PA-Produktion in den Mesothelzellen und einer gleichzeitig erfolgen-
den Uberexprimierung an Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), dem wichtigsten
Inhibitor des Gewebeplasminogenaktivators. Vergleichbar dem priméren Wundverschluss,
bei dem Thrombozyten vermehrt PAI-1 sezernieren, um dadurch eine vorzeitige Lyse des
Fibrins zu verhindern und somit den priméren Wundverschluss einzuleiten, kommt es in
der posttraumatischen Phase zu einer vermehrten Bildung des Plasminogenaktivator-
Inhibitors durch Mesothelzellen und Endothelzellen submesothelialer BlutgefiBe. Es wird

daher davon ausgegangen, dass das t-PA/PAI-1-Gleichgewicht die Schliisselstelle fiir die
Ausbildung peritonealer Adhésionen ist.

Zur Therapie der permanenten Adhésion gibt es verschiedene Ansatzpunkte, wie:

i) Primérprophylaxe durch Vermeidung von Verletzungen und Entziindungen,

il) Verhinderung der Gerinnung von serumhaltigem Exudat durch Antikoagulantien,
iil) Auflésung der Fibrinstrukturen durch Fibrinolytika,

iv) Einsatz mechanischer Barrieren bis zur Regeneration der Mesothelschicht durch Sepa-
ration und

v) Verhinderung der Fibronisierung,

Der Einsatz von Fibrinolytika und der Einsatz von physikalischen Barrieren wurden als
erfolgversprechend fiir die Therapie angesehen, keiner dieser Ansitze hat sich jedoch auf-
grund der damit verbundenen Nachteile in der Klinik durchgesetzt. Es hat sich herausge-
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stellt, dass die derzeit verfiigbaren Fibrinolytika eine unzureichende antiadhisive Wirk-
samkeit haben, was u.a. auf ihre kurze Plasmahalbwertszeit zuriickzufithren sein diirfte.
Aufgrund der deswegen erforderlichen hohen Dosierung treten starke Nebenwirkungen
auf, die den Einsatz verhindern. Bekannte Fibrinolytika sind Streptokinase, Urokinase und
das rekombinant hergestellte t-PA-Protein Alteplase (erhiltlich als Actilyse®) und dessen
modifizierte Form Reteplase (im Handel erhiltliche Form Rapilysin®). Alteplase hat eine
Plasmahalbwertszeit von nur 3 bis 6 Minuten, die fiir die modifizierte Form der Reteplase
auf 13 bis 16 Minuten gesteigert werden konnte. Aus diesem Grund sind Mehrfachapplika-
tionen und Infusionspumpen notwendig, um kontinuierliche Wirkspiegel zu erzielen, die
hohe Nebenwirkungen erzeugen.

Auch physikalische Barrieren wurden bereits zur Reduktion von Adhédsionen eingesetzt.
Ein positiver Einfluss auf postoperative Komplikationen konnte bisher jedoch noch nicht
nachgewiesen werden. Die derzeit verfligbaren physikalischen Barrieresysteme sind auf
das lokale Applikationsfeld begrenzt. Bekannt sind hierfiir vor allem resorbierbare Gewe-
be, wie beispielsweise oxidierte Cellulosefasern, eine Kombination aus Hyaluronsiure und
Carboxymethylcellulose oder PEG-Gele.

So ist aus US 2011/0052712 A1l bekannt, Polymere als Adhisionsbarrieren einzusetzen,
die biologisch abbaubar sind. Es wird eine Formulierung zur Erzeugung einer Adhésions-
barriere vorgeschlagen, die eine Vielzahl von Teilchen aus einer Polymerkombination aus
einem biologisch abbaubaren Polymer und mindestens einem wasserléslichen Polymer
enthilt, die in Form eines Films auf einem Gewebe abgeschieden wird, um die Adhésion
zu verhindern. Das wasserlosliche Polymer soll dazu dienen, nach dem Auftragen Wasser
aus dem Gewebe anzuziehen, aufzuquellen und dadurch die Filmbildung zu ermdglichen
und Wasser zur Verfugung zu stellen, damit die Teilchen sich nach und nach abbauen und
den gegebenenfalls enthaltenen Wirkstoff freisetzen. Als Wirkstoff kann in diesen Teil-
chen z.B. ein entziindungshemmendes Mittel enthalten sein. Die Eigenschaften der mit
dieser Formulierung erhaltenen Filme héngen jedoch von der am aufgetragenen Ort zur
Verfligung stehenden Menge an Wasser ab und sind nicht replizierbar einzustellen.

Es wurde auch schon vorgeschlagen, Wirkstoffe, die die Adhision verhindern sollen, am
Ort der Verletzung bzw. des Eingriffs aufzutragen. Da Fliissigkeiten nicht lange am ge-
wiinschten Ort bleiben, wurden in der Vergangenheit Systeme entwickelt, bei denen Wirk-
stoffe, gegebenenfalls verkapselt in biologisch abbaubare Polymere, in einer Matrix, die
vorgefertigt wird, bereitgestellt werden. Feste Systeme sind jedoch gerade im Bereich des
Bauchraums fiir den Patienten unangenehm. Es wurde daher auch schon vorgeschlagen,
stattdessen Gele einzusetzen, die Wirkstoffe enthalten konnen. So wird beispielsweise in
WO 2004/011054 eine Polymerdepotzusammensetzung mit einer Polymermatrix aus ver-
schiedenen Arten von Polymeren mit niedrigem bis hohem Molekulargewicht beschrieben,
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die ein Losungsmittel enthdlt, das mit Wasser kaum mischbar ist, das die Plastizitit des
Polymers verbessern soll. Die vorgeschlagene Zusammensetzung ist ein komplexes System

aus unterschiedlichen Arten von Polymeren und daher aufwindig in der Herstellung und
Verwendung,

Nachteilig bei den bekannten Systemen, die zur Matrixbildung Wasser aus der Umgebung
verwenden, indem sie ein wasserldsliches oder wasserquellbares Polymer enthalten, um
Wasser in die Matrix zu ziehen, ist es, dass durch das Wasser ein Wirkstoff, der in der
Matrix enthalten ist, zu schnell freigesetzt wird, so dass anfangs eine zu hohe Konzentrati-
on an Wirkstoff an der Wirkstelle vorhanden ist. Gewiinscht ist eine gleichmiRige Abgabe
ohne einen so genannten Burst am Anfang. Um dies zu erreichen, wurde in
US 2009/0004273 vorgeschlagen, zur Verkapselung von Proteinen und Peptiden ein Poly-
mersystem zu verwenden, das kein Hydrogel bildet, wenn das System mit Gewebswasser
in Kontakt kommt. Um eine kontinuierliche lineare Abgabe des Wirkstoffs zu erzeugen
und einen Burst zu Beginn zu verhindern werden zwei unterschiedliche Polymersysteme
aus einer hydrophoben Komponente und einer hydrophilen Komponente eingesetzt, die

beispielsweise als Film oder Beschichtung von Vorrichtungen bereitgestellt werden kén-
nen.

Um die Einsetzbarkeit von Implantaten flexibler zu gestalten, wurde auch bereits vorge-
schlagen, Filme oder Implantate in situ zu bilden. Hierzu beschreibt beispielsweise
DE 100 01 863 Implantate, die am vorgesehenen Ort gebildet werden, indem ein Triger-
material und ein Losungsmittel hierfiir kurz vor der Anwendung vermischt werden, so dass
sich zumindest ein Teil des Tragermaterials 16st, um dann im Korper fliissigkristalline Pha-
sen zu bilden. Das Trigermaterial wird in Pulverform bereitgestellt und wird z.B. durch
Sprithtrocknung erhalten. Insbesondere wenn auch noch ein Wirkstoff enthalten ist, muss
dafiir gesorgt werden, dass eine ausreichende Vermischung stattfindet, um den Wirkstoff
gleichméBig in der erzeugten Matrix zu verteilen.

Weitere in situ gebildete Trégersysteme wurden zur Herstellung von Implantaten beschrie-
ben. Da Temperatur- und pH-Verinderungen sowie reaktive Bestandteile zur Matrixbil-
dung im Ko&rper direkt nicht eingesetzt werden kénnen, ist die am hiufigsten verwendete
Technologie die Ausfillung iiber ein Losungsmittel. Die Verfestigung des Implantats er-
folgt bei den bekannten Verfahren daher meistens durch den Kontakt eines wasserunldsli-
chen Polymers, das in einer organischen Losung gelést ist, mit der Gewebsfliissigkeit. Um
die Ausfillung zu beschleunigen, werden bei einigen der bekannten Verfahren, wie oben
ausgefiihrt, der Zusammensetzung Wasser anziehende Bestandteile zugesetzt, z.B. quellba-
re Polymere. Je nach Trigersystem und verwendetem organischen Losungsmittel kommt
es dann zu einer Viskositdtserhohung unter Bildung eines viskosen Gels, oder zu einer ech-
ten Prézipitation des Trigersystems unter Bildung einer Matrix. Hiufig wird hierfiir ein
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Copolymer aus Milch- und Glycolsdure eingesetzt, deren Prizipitation sich tiber die Wahl
des Losungsmittels und des Polymers steuern ldsst. Je nach Molekiilgrofle der pharmako-
logisch aktiven Komponente konnen somit Freisetzungskinetik und -dauer nach Bedarf
angepasst werden. Zwei Technologien, die im Stand der Technik beschrieben werden, sind
die Atrigel®-Technologie, die N-Methyl-2-pyrrolidon als wassermischbares Losungsmittel
verwendet, und die Alcamer®-Technologie, die schlecht wassermischbare Lésungsmittel
einsetzt. Bekanntermaflen flihrt dabei eine héhere Vermischbarkeit mit Wasser zu einer
schnellen Implantatbildung und damit zu einer gesteigerten Porositdt der Matrix, wahrend
schlecht wassermischbare Losungsmittel oder hochkonzentrierte Polymerldsungen eine
langsamere Implantatbildung bewirken. Erstere fiihren zu einer schnellen Freisetzung der
eingebetteten Komponenten und auch zu einer erhéhten initialen Freisetzung des Wirk-
stoffs, dem so genannten Burst. Letztere fithren zu einer lang anhaltenden Freisetzung,
wobei die Freisetzung erst nach einiger Zeit eintritt. Ein Produkt, das auf der Atrigel®-
Technologie beruht, ist im Handel erhiltlich in Form eines Hormonpréparats zur Behand-
lung von fortgeschrittenem, hormonabhéngigem Prostatakrebs.

Vorteil derartiger Systeme ist es, dass sie direkt am gewtlinschten Ort angewendet werden
koénnen und dass auch ein Wirkstoff wihrend des Aufiragens in die Matrix eingebettet
werden kann. Das grofite Problem bei den bekannten in situ gebildeten Implantaten ist je-
doch die Kontrolle der Morphologie des Implantats und damit die Kontrolle iiber die Wirk-
stofffreigabe. Die Morphologie des Implantats ist abhéngig von den Gegebenheiten am
Anwendungsort, was eine Reproduzierbarkeit nahezu unmdoglich macht und verhindert,
dass eine Freisetzungskinetik vorbestimmt eingestellt werden kann.

Die bisher bekannten Systeme haben somit alle noch Nachteile und sind in der Anwendung
noch nicht befriedigend. Es war daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein System
bereitzustellen, das diese Nachteile {iberwindet, das einfach zu verwenden ist, ohne kom-
plizierte oder aufwindige Maflnahmen bei seiner Verwendung und das Adhésionen nach
Verletzungen und chirurgischen Eingriffen zuverlédssig vermeiden hilft. Weiterhin soll das
System auch die Moglichkeit bieten einen Wirkstoff zu verabreichen, wobei die Abgabe
des Wirkstoffs vorhersagbar, einstellbar und gleichmiBig sein soll, ohne zu Beginn einen
Burst zu verursachen, aber auch ohne eine zu lange Anlaufzeit.

Weiterhin war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Applikationssystem bereitzu-
stellen, das direkt auf den vorgesehenen Ort aufgespriiht werden kann, das geeignet ist,
Wirkstoffe, insbesondere hydrophile Wirkstoffe wie Nucleinsduren, Proteine und Peptide
aufzunehmen und kontrolliert freizusetzen, das am Anwendungsort einen stabilen Film
erzeugen kann, dessen Freisetzungseigenschaften eingestellt und optimiert werden kénnen.
AulBlerdem sollte ein Applikationssystem bereitgestellt werden, das physiologisch kompati-



WO 2013/045455 PCT/EP2012/068889

-6-

bel ist und die Aktivitét von Proteinen, Peptiden und Nucleinsduren nicht hindert und somit
die Freisetzung aktiver Produkte zuldsst.

Dariiber hinaus war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Applikationssystem be-
reitzustellen, das chirurgische Adhésionen wirksam verhiiten kann und permanente Ver-
wachsungen vermeiden hilft.

Die oben genannten Aufgaben werden geldst mit einem spriihfihigen Applikationssystem,
wie es in Anspruch 1 definiert ist. Das sprithfdhige Applikationssystem, im folgenden auch
als Sprithsystem bezeichnet, umfasst mindestens eine lipophile Komponente, die zumin-
dest aus einem Polymer gelost in einem Losungsmittel gebildet wird, und eine wissrige

Komponente sowie gegebenenfalls mindestens einen Wirkstoff. Es kann weitere Bestand-
teile umfassen.

Es wurde liberraschenderweise festgestellt, dass mit der erfindungsgemif definierten spe-
zifischen Zusammensetzung ein Tragermaterial zur Verfiigung gestellt wird, das einfach zu
verwenden ist, das stabil ist, das an der gewiinschten Stelle und im gewiinschten Ausmaf}
aufgetragen werden kann und einen Wirkstoff iiber die gewiinschte Dauer bereitstellen und
in einer gewlinschten Rate freisetzen kann.

Die vorteilhaften Eigenschaften werden erzielt mit einem Sprithsystem, das aus zwei
Komponenten besteht, wobei die eine Komponente zumindest ein Polymer geldst in einem
Losungsmittel aufweist und die andere Komponente mindestens ein wissriges Losungsmit-
tel aufweist, indem die Komponenten direkt vor oder beim Auftragen vermischt werden
und durch Aufsprithen aufgetragen werden, wobei aus den erfindungsgem#fien Komponen-
ten in situ eine Matrix gebildet wird, die nach einem vorgegebenen Zeitraum zerfillt und
den gegebenenfalls enthaltenen Wirkstoff in dieser Zeit gezielt freisetzt.

Der mit dem erfindungsgeméfen System gebildete Film hat eine hohe Qualitit und bleibt
liber eine vorbestimmte Zeit am aufgetragenen Ort und bt dort seine Wirkung aus. Nur
durch die Kombination der erfindungsgeméBen Merkmale wird ein Trigermaterial mit den
gewlinschten Eigenschaften erhalten.

Wichtige Merkmale der vorliegenden Erfindung sind die Art des Polymers und des Lo-
sungsmittels sowie die Form der Applikation, d.h. das Inkontaktbringen der beiden Kom-
ponenten direkt vor oder beim Sprithen oder wihrend des Sprithens.

Eines der wesentlichen Merkmale des erfindungsgemiBen Systems ist die lipophile Kom-
ponente, die mindestens ein auf Glycolséure und Milchsdure basierendes Polymer und
mindestens ein biokompatibles Losungsmittel flir das Polymer enthilt, wobei das Lo-
sungsmittel einen vorbestimmten logP-Wert hat, wie unten niher erliutert wird. Diese li-
pophile Komponente wird dann mit mindestens einer hydrophilen Komponente, die min-
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destens ein wissriges Losungsmittel enthlt, direkt vor dem oder beim Aufsprithen ver-
mischt, was durch Ausféllung des Polymers eine Matrix erzeugt, die am aufgespriihten Ort
eine physikalische Barriere bildet, die chirurgische Adh#sionen wirksam verhindern kann.
In einer bevorzugten Ausfithrungsform enthélt die lipophile Komponente und/oder die
hydrophile Komponente mindestens einen Wirkstoff, der beim Aufsprithen und der Film-
bildung in den Film eingeschlossen wird und daraus kontrolliert abgegeben wird, der chi-
rurgische Adhédsionen zusitzlich auf physiologischem bzw. biologischem Wege blockiert.

Der besondere Vorteil des vorliegenden Applikationssystems besteht darin, dass durch
Auswahl der speziell angewendeten Bestandteile sich beim Aufsprithen durch Ausfillen
des Polymers aus dem Losungsmittel eine Polymermatrix bildet, die, falls die Zusammen-
setzung einen Wirkstoff enthilt, diesen miteinschlieft. Unter Ausfillen des Polymers wird
verstanden, dass die Loslichkeitsgrenze des Polymers tiberschritten wird und das Polymer
nicht mehr oder nicht mehr vollstdndig geldst in dem Losungsmittel vorliegt. Durch Ein-
stellung der einzelnen Komponenten kann die Ausfillungs- und Flmbildungsgeschwindig-
keit und damit die Porositit der entstehenden Matrix vorbestimmt werden, was zu kontrol-
lierten Freigabeeigenschaften fithrt. Durch die Variabilitdt dieser Polymere gibt es viele
Mboglichkeiten, die optimalen Eigenschaften einzustellen, die fiir den Einzelfall optimale
Losung ist allerdings nicht immer einfach aufzufinden. Im Folgenden werden daher Para-
meter beschrieben, die die Auswahl eines optimalen Systems zulassen.

Kritisch fiir das erfindungsgeméfe System sind vor allem das verwendete Polymer, das zur
Losung des Polymers verwendete Losungsmittel, der Anteil an Polymer, Losungsmittel

und wissriger Komponente sowie gegebenenfalls der Anteil an Wirkstoff und dessen
Form.

Das fiir die Bildung der Matrix verwendete Material sollte sterilisierbar sein, und es muss
eine kontrollierte Freisetzung eines enthaltenen Wirkstoffs iiber einen Zeitraum ermégli-
chen, in dem sich Adh#sionen und Vernarbungen bilden kdnnen. Dies ist ein Zeitraum im
Bereich von mindestens zwei Wochen und bis zu sechs Wochen und bevorzugt von zwei
bis vier Wochen. Dariiber hinaus muss das Material eine solche Giite aufweisen, dass es
seine Festigkeit ausreichend lange behilt, um den gewiinschten Zweck, das Verhindern
von Adhésionen, zu erfiillen.

Ein wichtiger Parameter flir die Auswahl des geeigneten Polymers ist die Molmasse. Die
Auswahl der geeigneten MolekiilgroBle erfolgt tiber die inhérente Viskositdt (natiirlicher
Logarithmus der relativen Viskositit bezogen auf die Konzentration C des geldsten Stoffs).
In an sich bekannter Weise wird fiir PLGA-Polymere die inhirente Viskositit gemessen
mit 0,1% in CHCl; bei 25°C. Als Polymere werden flir das erfindungsgemife System sol-
che mit einer inhdrenten Viskositdt im Bereich von 0,1 bis 0,8, insbesondere 0,15 bis 0,7
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bevorzugt. Liegt der Wert unter 0,1 sind die Polymere hdufig zu klein, um eine ausrei-
chend lange Wirkung zu erzielen. Wird der Wert zu groB, kann eine ausreichende Filmgiite
nicht gewahrleistet werden, auBerdem kann die Anlaufzeit fiir die Freisetzung zu lang sein.
Um optimale Eigenschaften zu erzielen, kénnen auch Mischungen von Polymeren mit un-
terschiedlicher Molmasse verwendet werden.

Die Molmasse der PLGA-Polymere kann auch mit iiblichen Verfahren bestimmt werden,
z.B. mit Gelpermeationschromatograpie. Es wurde gefunden, dass PLGA-Polymere mit
einer Molmasse im Bereich von 10 bis 63 kDA gut geeignet sind.

Weitere Faktoren sind fiir die Auswahl eines fiir das erfindungsgemiifle Applikationssys-
tem geeigneten Polymers hilfreich. Das erfindungsgemifle System muss verspriihbar sein,

was impliziert, dass es in einem biologisch kompatiblen Losungsmittel 18slich oder sus-
pendierbar sein muss.

Ein MaB fiir die Qualitdt und mechanische Festigkeit des aus dem erfindungsgemifBen Ap-
plikationssystems gebildeten Films ist die Matrix- bzw. Filmgiite, die mit dem in den Bei-
spielen beschriebenen Verfahren bestimmt werden kann. Figur 2 zeigt die Ergebnisse von
in den Beispielen beschriebenen Versuchen zur Filmgiite einiger Kombinationen von Po-
lymeren und Losungsmitteln. Die Glite wird im Wesentlichen durch die Wahl des Lo-
sungsmittels und der Molmasse des Polymers bestimmt. Zu ihrer Bestimmung wird der
prozentuale Anteil des Polymers im Uberstand (Verlust) und im Prizipitat (Matrixgiite)
bezogen auf die Gesamtmenge an eingesetzten Polymer ermittelt. Die Matrixgiite der ent-
stehenden Schicht bzw. des entstehenden Films ist kritisch fiir das erfindungsgemiBe Sys-
tem, da das System seine Funktion mindestens zwei und bis zu sechs Wochen ausiiben soll.
Dies ist nur moglich, wenn der gebildete Film bzw. die gebildete Schicht eine ausreichende
Festigkeit hat und gleichzeitig die gewiinschte Freisetzungskinetik bereitstellt. Die Matrix-
giite sollte daher in einem Bereich von 80 bis 100 %, bevorzugt 90 bis 100 % und beson-
ders bevorzugt 95 bis 100 % liegen, wobei der Wert mit dem im Beispiel beschriebenen
Verfahren bei Raumtemperatur, d.h. etwa 25°C, bestimmt wird.

Die Matrixgiite hidngt unter anderem ab von der Molmasse der Polymere. Es wurde gefun-
den, dass bei Verwendung von Polymeren mit einer hdheren Molmasse eine grofere Men-
ge an Polymer in die Matrix eingebaut werden konnte, wihrend bei Polymeren mit gerin-
gerer Molmasse Polymer (fiir die Filmbildung) verloren ging. So wurde gefunden, dass fiir
ein PLGA-Polymer mit einem Verhiltnis von Lactid zu Glycolid von 75:25 und einer inhi-
renten Viskositdt von 0,5 bis 0,7, d.h. mit einer relativ hohen Molmasse und bei Verwen-
dung eines Polymers mit veresterten Endgruppen, nahezu 100% der eingesetzten Poly-
mermenge die Matrix ausbildete. Bei Verwendung eines PLGA-Polymers mit einem Ver-
héltnis von Lactid zu Glycolid von 50:50 und einer inhdrenten Viskositit von < 0,6 und
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mit freien Endgruppen wurde demgegeniiber gefunden, dass Polymer bei der Matrixbil-
dung verloren ging, d.h. nicht in die Matrix eingebaut wurde. Dieser Effekt kann sich
durch das Losungsmittel verstirken oder verbessern.

Wie oben ausgefiihrt ist eine der wesentlichen Komponenten des Systems das verwendete
Polymer. Erfindungsgem#fl werden fiir das Applikationssystem auf Glycolsiure und
Milchsdure basierende Polymere, nidmlich Poly(lactide-co-glycolide), in der Regel Po-
ly(D,L-lactide-co-glycolide), im Folgenden auch als PLGA-Polymere bezeichnet, verwen-
det. Sowohl auf D,L-Lactid basierende Polymere als auch solche auf dem enatiomer reinen
L-Lactid basierenden Polymere kénnen verwendet werden.

Auf Milch- und/oder Glycolsiure basierende Polymere sind schon seit Lingerem bekannt,
auch fiir Systeme mit kontrollierter Freisetzung. In der Regel werden PLGA-Polymere zu
Mikroteilchen oder Implantaten verarbeitet, die dann in unterschiedlicher Weise eingesetzt
werden kénnen. PLGA-Polymere sind biokompatibel und biologisch abbaubar und ihre
Eigenschaften kénnen fiir den jeweiligen Zweck angepasst werden.

Fiir die vorliegende Erfindung werden in einem Losungsmittel geloste auf Glycolsiure und
Milchsdure basierende Polymere eingesetzt, deren Freisetzungskinetik iiber das Moleku-
largewicht, die Molekulargewichtsverteilung und die Endgruppen eingestellt wird.

So kann durch entsprechende Auswahl des Polymers und des Ldsungsmittels ausgewahlt
werden, ob die entstehende Matrix eine diffusionskontrollierte, erosionskontrollierte oder
sowohl diffusions- als auch erosionskontrollierte Freisetzung bewirken soll. Eine schnelle
Ausbildung der Matrix mit hoher Giite, wie sie erfindungsgemiB erzielt wird, trigt ent-
scheidend zu einer linearen Freisetzungskinetik ohne initialen Wirkstoffverlust bei.

Es wurde gefunden, dass fiir das erfindungsgemaBe System PLGA-Polymere besser als
reines Polylactid (PLA) oder reines Polyglycolid (PGA) geeignet sind. Durch Einstellung
des Verhiltnisses von Milchs&ure- zu Glycolsdureeinheiten kénnen die Eigenschaften, ins-
besondere die Abbaueigenschaften in an sich bekannter Weise sehr gut eingestellt werden.
Fiir das erfindungsgeméfe Applikationssystem haben sich PLGA-Polymere als bevorzugt
erwiesen, die ein Verhiltnis von Lactid- zu Glycolideinheiten im Bereich von etwa 75 zu
etwa 25 bis etwa 25 zu etwa 75 haben. Die Angabe ,,Verhiltns von Lactid- zu Glycolidein-
heiten® bezeichnet immer das molare Verhiltnis der Einheiten in einem Polymer. Mi-
schungen verschiedener PLGA-Polymere kénnen ebenfalls eingesetzt werden. Es koénnen
Mischungen jeder Art von PLGA-Polymeren eingesetzt werden, z.B. Mischungen aus Po-
lymeren, bei denen molares Verhiltnis von Lactid- zu Glycolideinheiten und/oder Mol-
masse bzw. inhérente Viskositét und/oder Art der Lactideinheiten (D/L oder L) und/oder
Endgruppen variieren. Die fiir den jeweiligen Zweck am besten geeignete Mischung kann
durch Routineversuche gefunden werden.
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Die Abbauraten der PLGA-Polymere sind abhéingig vom Anteil an PGA bzw. PLA, wobei
PLGA-Copolymere generell kiirzere Abbauraten haben als PLA-Polymere oder PGA-
Polymere. Aus diesem Grund sind PLGA-Polymere bevorzugt. Die kiirzesten Abbauzeiten
werden mit Polymeren erreicht, in denen das Verhiltnis von Lactid zu Glycolid 50:50 ist.
Eine Erhthung des PLA-Anteils erschwert aufgrund der zusitzlichen Methylgruppe im
Milchsduremonomer die Hydrolyse des Polymers und erhéht gleichzeitig die Hydrophobi-
zitdt, wodurch die Abbauzeiten steigen. Auch eine Steigerung des PGA-Anteils im Poly-
mer oder die Verwendung des reinen Stereoenantiomers L-Milchsdure gegeniiber dem
Monomer D-/L-Milchsdure verldngern durch Erh6hung der Kristallinitit des Polymers die
Abbauzeiten der Polymere, da Wasser leichter in amorphe Bereiche diffundiert und folg-
lich diese Bereiche schneller abgebaut werden als kristalline. Somit steigt wihrend des
Abbaus die Kristallinitdt des Polymers stetig. Durch Einstellung des Verhiltnisses kann
somit die Kristallinitdt und die Abbauzeit vorbestimmt eingestellt werden. Weiterhin las-
sen sich die Abbauraten durch kiirzere Polymerketten und freie Endgruppen beschleuni-
gen. Freie Endgruppen, d.h. freie Hydroxygruppen und freie Carboxygruppen erhéhen die
Hydrophilie des Polymers, wodurch die Diffusionsgeschwindigkeit des Wassers und des-
sen Anteil in der Polymermatrix gesteigert werden. Freie Carboxylgruppen katalysieren
dariiber hinaus durch Senkung des pH-Wertes im Inneren der Matrix die Hydrolyse der

Polymere. Erfindungsgem&3 werden daher bevorzugt Polymere eingesetzt, die freie End-
gruppen aufweisen.

Bevorzugt werden erfindungsgemdfl PLGA-Polymere mit freien Endgruppen eingesetzt,
die ein Verhiltnis von Lactid- zu Glycolideinheiten von 40:60 bis 60:40, bevorzugter etwa
50:50 haben und/oder die eine inhdrente Viskositit von kleiner 0,6 haben. Wenn PLGA-

Polymere mit veresterten Endgruppen verwendet werden, sind solche mit einem Verhiltnis
von Lactid- zu Glycolideinheiten von 75:25 bevorzugt.

Geeignete PLGA-Polymere sind im Handel erhiltlich, beispielsweise Resomer-Polymere
(erhéltlich von Evonik Industries AG, Essen, Deutschland), insbesondere solche der Re-
somer®H-Serie oder der Resomer®S-Serie. Besonders gut geeignete Polymere sind bei-
spielsweise Resomer® 502H, 503H und 504H oder Resomer® RG755S. In der folgenden
Tabelle 1 sind einige Eigenschaften fiir bevorzugte Polymere aufgelistet:
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Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten Resomer® RG Polymere

Séuregrup-

iv.* MwGPC*** | Freisetzung****
Resomer®RG | PLA/PGA pen**

[42] [43] [Tagen]

[mg KOH/g]
502H 0,22 9 k.A. 20
503H 50/50 0,32 5 34 15
504H 0,51 3 48 70
7528 0,21 0 12 k.A.
75/25

7558 0,63 0 63 30

* inh#rente Viskositit (i.v.; 0,1 % Losung in Chloroform bei 25°C)

** Anzahl der Sduregruppen (potentiometrische Titration) sind den Herstellerdaten entnommen.

*** Molmasse, gemessen via GPC, und

*#%% die Freisetzungsdaten stammen aus der Publikation von Eliaz und Kollegen [44[Eliaz, 2000 #257]. Die
Freisetzungsdaten beziehen sich fiir Resomer™ RG 755 S und 503 H auf die Freisetzung von Albumin aus
Rinderserum [44] und fiir Resomer® RG 502 H und 504 H auf die Freisetzung von Thymus-DNA [45] aus
einem injizierbaren Implantat (10 % bis 20 % PLGA (m/v) in Tetraglykol).

Der Abbau der Polymermatrix erfolgt tiber Esterhydrolyse zu den biokompatiblen Mono-
meren Milchsdure und Glycolsdure, die anschliefend iiber den Krebszyklus zu CO; und
Wasser metabolisiert werden. Das Abbauverhalten der PLGA-Implantate beruht auf einer
Bulk-Erosion, die dadurch charakterisiert ist, dass Wasser schneller in die Polymermatrix
hineindiffundiert als der Abbau des Polymers erfolgt. Dementsprechend kommt es zu ei-
nem homogenen Massenverlust {iber den gesamten Querschnitt der Polymermatrix. Der
Abbauprozess lédsst sich generell in drei Abschnitte unterteilen:

1. Hydratation: Das Polymer nimmt Wasser auf und quillt, wobei bereits ein geringer An-
teil an Esterbindungen gespalten wird. Es findet allerdings noch kein Masseverlust statt.

2. Abbau: Die mittlere Molmasse nimmt stark ab. Die bei der Spaltung der Esterbindungen
entstehenden Carbons#uregruppen fiihren zu einem pH-Abfall innerhalb der Matrix und
infolgedessen zur Autokatalyse der Esterspaltung. Das Polymer verliert an mechanischer
Stérke bzw. mechanischer Festigkeit.
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3. Losung: Zum Ende des Abbaus 16sen sich niedermolekulare Fragmente und Oligomere

im umliegenden Medium, wobei die geldsten Polymerfragmente wiederum zu freien Car-
bonsduren hydrolysiert werden.

Die Abbauzeiten sind flir die Freisetzung verkapselter Makromolekiile und nanoskaliger
Trigermaterialien entscheidend, da diese aufgrund ihrer GroBe vorwiegend durch Matrix-
erosion freigesetzt werden und somit iiber die Abbauraten eine gezielte Einstellung der
Freisetzungraten ermoglicht wird. Die Abbauzeiten der PLGA-Polymere lassen sich durch
ihre Zusammensetzung und die Molmasse der Polymere steuern, wobei in der Regel fiir die

im Handel befindlichen PLGA-Polymere die inhdrente Viskositit als Maf fiir die Molmas-
se angegeben ist.

Auch die viskoelastischen Eigenschaften des Systems spielen eine Rolle, wie in Figur 3
und in den Beispielen gezeigt.

Fir das erfindungsgemédfe Applikationssystem ist es wesentlich, dass ein Material hoher
Giite erzeugt wird, das seine mechanische Stirke bzw. Festigkeit so lange behilt, wie es
notwendig ist, um Adhésionen zu verhindern und das danach abgebaut wird. Wenn das aus
dem erfindungsgeméBen Applikationssystem gebildete Tragersystem mit Wirkstoff bela-

den ist, ist es zusétzlich notwendig, dass der Wirkstoff mit der gewiinschten Freisetzungs-
kinetik freigesetzt wird.

Die Matrixgiite des aus dem erfindungsgeméfien Applikationssystems erhaltenen Films
héngt ab von dem eingesetzten Polymer, dem zu seiner Lsung verwendeten Losungsmittel
und dessen Wasserloslichkeit. Es wurde gefunden, dass das fiir die Aufldsung des PLGA-
Polymers verwendete Losungsmittel einen erheblichen Einfluss auf die Giite der damit
erzeugten Matrix hat. Die bei Vereinigung des in dem Losungsmittel geldsten PLGA mit
der wissrigen Phase erzeugte Matrix hingt somit ab von der Art und Menge des Losungs-
mittels, insbesondere von dessen Hydrophilie.

Die Auswahl des Losungsmittels héngt andererseits auch von der Art des eingesetzten Po-
lymers ab. Je lipophiler das Polymer ist, desto lipophiler muss das Losungsmittel sein. Die
Lipophilie des Polymers hingt unter anderem ab von den Endgruppen, da ein PLGA mit
freien Sduregruppen hydrophiler ist als ein PLGA mit veresterten Endgruppen.

Das Losungsmittel muss einerseits das ausgew#hlte Polymer ausreichend in Lésung brin-
gen, damit das Polymer verspriiht werden kann, andererseits muss die Loslichkeit des Lo-
sungsmittels in Wasser ausreichend hoch sein, damit die Ausfillung nach dem Aufspriihen
der beiden Komponenten schnell erfolgen kann. Ein zur Auswahl des geeigneten Lo-
sungsmittels niitzlicher Parameter ist der logP-Wert.
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Da sich, wie oben ausgeflihrt auch die Matrixgiite in Abhingigkeit von der Molmasse des
Polymers durch das Losungsmittel veridndert, ist ein weiteres wesentliches Merkmal der
Erfindung das Losungsmittel. Ein wichtiger Parameter zur Auswahl des Losungsmittels ist
die Mischbarkeit mit Wasser. Je hoher die Mischbarkeit mit Wasser ist, desto schneller
erfolgt die Matrixbildung, allerdings wird auch die Porositét hoher, je geringer die Misch-
barkeit mit Wasser ist, desto langsamer erfolgt die Matrixbildung, desto hoher wird aber
auch die Giite.

Die Wassermischbarkeit eines Losungsmittels lisst sich {iber den logP-Wert beurteilen.

Der logP-Wert bezeichnet den Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, d.h. das Verhiltnis
der Konzentration des Losungsmittels in einem Zwei-Phasen-System aus 1-Octanol und

Wasser. Die Definition des logP-Wertes ist:
s

logP = loggg—: =logcS -logcy.

Die Berechnung bzw. Bestimmung des logP-Wertes ist an sich bekannt. Ein zur Bestim-
mung des logP-Wertes geeigneter Algorithmus ist XlogP3, wie in Cheng et al. (Cheng T.,
Zhaoy, Lix, Lin F., Xu Y., Zhang X. et al., Computation of Octanol-Water Partition Coef-
ficients by Guiding an Additive Model with Knowledge. J. Chem. Inf. Model. 2007;
47:2140-2148) beschrieben. Der so berechnete logP-Wert liefert flir lipophile Substanzen
positive Werte und fir hydrophile Substanzen negative Werte. Es wurde gefunden, dass fiir
das erfindungsgem#fBe System solche Losungsmittel in Betracht kommen, deren Lipophilie
nicht zu hoch ist, sodass solche Losungsmittel bevorzugt sind, die einen negativen oder

zumindest sehr kleinen positiven XlogP3-Wert haben.

Fiir das erfindungsgeméfBe System haben sich Lsungsmittel mit einem XlogP3-Wert von
kleiner 0,2, bevorzugt kleiner 0 und insbesondere im Bereich von -0,2 bis -1,5, besonders
bevorzugt solche mit einem XlogP3-Wert zwischen -0,25 und -1,0, als geeignet erwiesen,
wobei der XlogP3-Wert umso grofler sein sollte, je lipophiler das verwendete Polymer ist.

Es wurde festgestellt, dass dann, wenn eine Polymerldsung, bei der das Losungsmittel ei-
nen logP von kleiner 0,2 hat, mit einer wéssrigen Komponente vermischt und durch Auf-
sprithen auf den Applikationsort gebracht wird, in vorherbestimmbarer und reproduzierba-

rer Art und Weise eine Ausfillung erfolgt, die einen Polymerfilm mit gewiinschten Eigen-
schaften erzeugt.

Je lipophiler das eingesetzte Polymer ist, desto lipophiler muss das eingesetzte Losungs-
mittel sein und desto geringer ist dessen Wassermischbarkeit. Je groBer der Unterschied ist
zwischen der Loslichkeit der Polymere im Losungsmittel bzw. Wasser, desto stirker ist der
Einfluss auf die Kinetik der Filmbildung. Wird daher als PLGA-Polymer ein solches mit
veresterten Endgruppen eingesetzt, das somit eine héhere Lipophilie hat, sollte auch das



WO 2013/045455 PCT/EP2012/068889

-14 -

eingesetzte Losungsmittel lipophiler sein. Ein lipophileres Losungsmittel hat eine schlech-
tere Wassermischbarkeit und fithrt daher zu einer hohen Matrixgiite. Es wurde festgestellt,
dass die besten Ergebnisse dann erzielt werden, wenn sich das System aus Polymer und
Losungsmittel nahe der Loslichkeitsgrenze bewegt und das Lésungsmittel eine méglichst
gute Wassermischbarkeit aufweist, sodass bei Zusatz der wissrigen Phase eine schnelle

und vollstindige Filmbildung auftritt, wobei ein hoher Anteil des Polymers in der Matrix
zu finden ist.

Die Loslichkeit des Polymers in dem Losungsmittel spielt ebenfalls eine Rolle. Je besser
gelost das Polymer in dem Losungsmittel ist, desto mehr Wasser ist spiéter erforderlich, um
das Polymer aus dem Film auszufillen und einen Film zu bilden. Andererseits muss die
Loslichkeit so sein, dass ein ausreichender Anteil an Polymer in dem Losungsmittel geldst
werden kann. Es wurde gefunden, dass ein Losungsmittel, das fiir das einzusetzende PLGA
bei Raumtemperatur eine Loslichkeit von mindestens 5% (Masse/Volumen) (m/v), bevor-
zugt von 5 bis 60 %, und insbesondere eine Loslichkeit von 10 bis 30% hat, zur Bildung
eines Films hoher Giite geeignet ist. Bei der Auswahl des geeigneten L&sungsmittels ist
von folgenden Beziehungen auszugehen: Die Loslichkeit eines Losungsmittels fiir ein Po-
lymer nimmt mit steigender Molmasse des Polymers ab. Je lipophiler das Polymer ist, d.h.
je stirker verestert das Polymer ist bzw. je linger die Polymerkette ist, desto lipophiler
muss das Losungsmittel sein. So wird bei Verwendung eines sehr lipophilen Polymers mit
einem stark wasserloslichen Losungsmittel das Polymer nur in geringem Mafle geldst,
withrend ein nicht so lipophiles Polymer, z.B. eines mit freien S&uregruppen und geringe-
rer Molmasse in einem hydrophilen Losungsmittel gut geldst werden kann. Andererseits ist
umso mehr Wasser fiir die Ausfillung notwendig, je besser gelost das Polymer ist. Sehr
gute Ergebnisse konnen dann erzielt werden, wenn Polymer und Losungsmittel so ausge-
wihlt werden, dass die Loslichkeit zwischen 5 und 15% liegt, wobei das Losungsmittel
einen XlogP3-Wert im Bereich von -0,3 bis -1,0 hat. Fiir diese Kombination wird bei Zu-
satz von Wasser das Polymer sehr schnell ausgefillt und bildet einen Film hoher Giite.
Losungsmittel mit einem XlogP3-Wert in diesem Bereich sind dem Fachmann bekannt.

Ein gut geeignetes Losungsmittel verbindet somit eine gute Wassermischbarkeit mit einer
solchen Polymerloslichkeit, dass bei der gewiinschten Menge an Polymer die Loslichkeit
in dem Losungsmittel bei der Anwendungstemperatur, d.h. zwischen 30 und 40°C, nahe
der Sattigungsgrenze ist, wobei die Lslichkeit bei Raumtemperatur in jedem Fall ausrei-
chend sein muss, dass eine stabile Losung gebildet wird.

Als besonders geeignet haben sich Tetraglycol, Glycerolformal und Dimethylisosorbit
(DMI) erwiesen. Das als Tetraglycol oder auch Glycofurol bezeichnete Lésungsmittel Tet-
rahydrofurfurylalkohol-Polyethylenglycol ist ein Losungsmittel, das schon lange fiir Paren-
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teralia verwendet wird, Konzentrationen bis 50% werden eingesetzt und in dieser Verdiin-
nung zeigt das Losungsmittel nur eine geringe Toxizitit.

Glycerolformal ist ein geruchloses Lisungsmittel mit geringer Toxizitdt, das aus einer Mi-
schung von 1,3-Dioxan-5-ol und 1,3-Dioxolan-4-methanol besteht und ein ausgezeichnetes
Losungsmitte] flir zahlreiche Pharmazeutika und Kosmetika darstellt. Es wird vor allem in
der Veterindrmedizin als Losungsmittel fiir Injektionen verwendet. Im Handel erhiltlich ist
Glycerolformal z.B. als Tvumec® und PTH®. Ivumec™ ist mit 0,27% zur subcutanen Ap-
plikation in Schweinen zugelassen und wird tiblicherweise mit 0,1 ml/kg eingesetzt.

Dimethylisosorbid (DMI) ist bekannt fiir die topische Anwendung. Im Handel erhiltliche
Préparate, die DMI enthalten, sind Mykosert® und Ibuprop-Gel®. DMI wird als Penetrati-
onsverstirker topisch angewendet. Eine geringe himolytische Aktivitit wurde beobachtet.

Es wurde gefunden, dass die Filmgiite des aus dem erfindungsgemiBen Applikationssys-
tem gebildeten Films umso hoher ist, je hoher die Wassermischbarkeit des eingesetzten
Losungsmittels ist. In den Beispielen sind Versuche gezeigt zur Bestimung der Filmgiite.
Figur 4 zeigt die Filmgiite fiir einige Kombinationen aus PLGA-Polymer und Losungsmit-
tel. Die Wasserldslichkeit der oben genannten Ldsungsmittel nimmt in folgender Reihen-
folge ab: Glycerolformal > DMI > Tetraglycol. Glycerolformal ist daher in den meisten
Fillen das am meisten bevorzugte Losungsmittel fiir das erfindungsgemséBe Applikations-
system, solange es ausreichend Polymer losen kann. Die folgende Tabelle 2 gibt einen
Uberblick iiber die Eigenschaften einiger getesteter Losungsmittel:

Tabelle 2: Eigenschaften einiger Losungsmittel

Bezeichnung n [mPas]* | XlogP3** | PLGA Los- | Anwendung | FAM
lichkeit***

Glycerolformal | 14,4 -0,8 33% parenteral Tvomec®
Peteha”

Tetraglykol 16,6 -0,3 k. A. parenteral F’henhydam®
Eusaprim

DMI 8,16 -0,6 41 % topisch Mykosert™
Tbutop Gel®

Triacetin 18,75 0,2 35% parenteral k. A.

Ethyl-l-lactat 2,74 0,2 46 % k. A. k. A.
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* Die kinematische Viskositdt 1 wurde an einem Rotationsviskosimeter (MRC 100, Paar Physics) bei 25°C

bestimmt,
** XlogP3 Daten sind errechnete Werte [32]
*** Loslichkeitsdaten wurden einer Publikation von Matschke et al., 2002 entnommen [33].

Die Schichtdicke der aus dem erfindungsgemiBen Sprithsystem gebildeten Matrix spielt
fur die Diffusionsgeschwindigkeit des Wassers eine Rolle. So konnte fiir PLGA-Systeme
mit einer Schichtdicke von 150-300 pm, bei denen die Diffusionsgeschwindigkeit des
Wassers eingeschrinkt ist, zusétzlich eine Oberfldchenerosion nachgewiesen werden. Un-
abhéngig vom verwendeten Losungsmittel wurden fiir Filme auf Basis von Resomer® RG
502 H Schichtdicken von circa 300 pm wihrend der viskoelastischen Untersuchungen ge-
messen. Im Gegensatz dazu nahm die Schichtdicke der Filme fiir das lingerkettige Poly-
mer analog zur beobachteten Freisetzungskinetik von DMI iiber Glycerolformal zu Tetra-
glykol hin zu.

Ein weiteres sehr wichtiges Merkmal fiir das fiir das erfindungsgemiBe Applikationssys-
tem einzusetzende Losungsmittel ist die Biokompatibilitdt bzw. die Gewebevertriglichkeit.
In der vorliegenden Anmeldung wird die Gewebevertriglichkeit festgestellt durch den Ein-
fluss des Losungsmittels auf die metabolische Zellliabilitit iiber einen Zeitraum von 11
Stunden. Ein Verfahren zur Bestimmung ist in den Beispielen beschrieben. Der dabei fest-
gestellte LDso-Wert ist das MaB fiir die Toxizitét. Der LDso-Wert muss mindestens 1, be-
vorzugt mindestens 10 mg/ml betragen, um ein Losungsmittel fiir das vorliegende Applika-
tionssystem in Betracht zu ziehen. Die oben genannten besonders bevorzugten Losungs-
mittel erfiillen diese Voraussetzung. Als besonders geeignet hat sich in diesem Zusammen-
hang Glycerolformal erwiesen, das einen LDsg-Wert von ca. 1 g/ml bei einer Inkubations-
zeit unter 6 Stunden hat. Glycerolformal ist daher ein fiir das erfindungsgeméBe System
besonders bevorzugtes Losungsmittel. In Figur 5 sind LDso-Werte fiir bevorzugte Lo-
sungsmittel abhénig von der Inkubationszeit gezeigt.

In einer Ausfiihrungsform besteht das erfindungsgemédBe Applikationssystem nur aus einer
lipophilen Komponente mit Polymer und Losungsmittel, wie oben beschrieben, und Was-
ser als zweiter Komponente. Mit diesen Bestandteilen, wenn sie die oben angegebenen
Bedingungen erfiillen, kann durch Vermischen und Sprithen ein Film in situ erzeugt wer-
den, der chirurgische Adhisionen wirkungsvoll verhindern kann.

Fiir die Erfindung wesentlich ist es, dass das erfindungsgeméBe Spriihsystem die lipophile
Komponente und die wissrige Komponente bis zum Aufsprithen getrennt voneinander
enthilt. Erst beim oder direkt vor dem Versprithen bzw. wihrend des Spriihens diirfen die
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Komponenten vermischt werden. Es wurde gefunden, dass schon der Zusatz vergleichs-
weiser kleiner Mengen an Wasser zu einer Prizipitation von Polymer fithrt. Wiirde diese
Prézipitation zu frith erfolgen, so kénnte die Filmbildung gestort werden und ggf. auch die
Sprithvorrichtung durch Ablagerung von Polymer verstopft werden. Bevorzugt sollte daher
das Vermischen direkt wihrend des Versprithens erfolgen, z.B. indem die jeweils vorgese-
henen Mengen der beiden Komponenten in eine Mischkammer gefithrt und direkt daraus
wihrend des Vermischens aus dieser verspriiht werden. Vermischen und Verspriihen soll-
ten somit bevorzugt im Wesentlichen gleichzeitig erfolgen.

In einer weiteren Ausfihrungsform wird ein Applikationssystem zur Verfiigung gestellt,
das zusitzlich einen Wirkstoff enthilt. Als Wirkstoffe kommen alle fiir den vorgesehenen
Applikationsort niitzlichen Stoffe inbetracht. Das erfindungsgemiBe Applikationssystem
ist besonders geeignet fiir die Freisetzung von Nucleinséuren, Proteinen und Peptiden. So-
mit konnen sowohl Proteine und Peptide direkt als auch die sie codierenden Nucleinsduren
oder auch eine Mischung davon freigesetzt werden. Es wurde gefunden, dass das erfin-
dungsgeméBe Applikationssystem und der daraus gebildete Film die Nucleinsiuren in sol-
cher Form freigibt, dass ihre nachfolgende Expression moglich ist. Da das erfindungsge-
méfle System zur Verhinderung von Adhésionen vorgesehen ist, werden bevorzugt fibrino-

lytische Proteine und Peptide bzw. die entsprechenden diese codierenden Nucleinsduren
als Wirkstoffe verwendet.

Der Wirkstoff kann in einer der beiden Komponenten geldst oder dispergiert vorliegen. Es
wurde gefunden, dass ein zu hoher Anteil an wissriger Phase die Qualitéit des gebildeten
Films beeinflussen kann. Wenn daher ein Wirkstoff zugefligt werden soll, dessen Wasser-
16slichkeit nicht ausreichend hoch ist, um hochkonzentrierte Lésungen herzustellen, ist es
bevorzugt, den Wirkstoff in bereits ausgefiliter Form, z.B. in getrockneter Form zuzuset-
zen. Geeignet sind insbesondere Lyophilisate oder Polyplexe in kleinteiliger fester Form,
die in der lipophilen Komponente dispergiert werden kénnen. Dies hat dariiberhinaus den
Vorteil, dass der Wirkstoff in fester Form fiir die Lagerung stabiler ist.

Wie oben ausgefiihrt spielen insbesondere gewebespezifische Plasminogenaktivatoren und
deren Inhibitoren bei der Bildung von Adhdsionen eine Rolle. ErfindungsgemiB wird da-
her in einer Ausfiihrungsform ein ,,genaktivierter in sifu gebildeter Film durch Aufsprii-
hen lokal appliziert zur Therapie peritonealer Adh#sionen. Da es, wie oben ausgefiihrt,
nach einer Operation im Bauchraum in einem Zeitfenster von 2-3 Wochen zu permanenten
Verwachsungen kommen kann und da davon ausgegangen wird, dass der Ausloser hierfiir
ein Ungleichgewicht zwischen dem gewebespezifischen Plasminogenaktivator (tPA) und
dessen Inhibitior (PAI-1) ist, wird erfindungsgem#B dieses Ungleichgewicht verindert,
indem tPA zur Verfligung gestellt und/oder PAI-1 gehemmt wird. Dies erfolgt mit dem in
situ gebildeten Film, der tPA und/oder PAI-1-Inhibitor und/oder diese codierende Nuclein-
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sduren enthdlt. Es wurde gefunden, dass bei Verwendung des erfindungsgemiflen Sprithsy-
tems, das ein fiir tPA kodierendes Plasmid enthilt, bei Erzeugung eines Film dieses in die
Filmmatrix eingebaut wird, daraus nach und nach abgegeben wird und mindestens zwei
Wochen lang zu einer Steigerung des tPA-Spiegels in der physiologischen Umgebung
filhrt. Der tPA-Spiegel in der physiologischen Umgebung des aufgesprithten Films kann
auch erh6ht werden, indem PAI-1-Inhibitor in die Umgebung gebracht wird oder durch
eine Kombination aus beiden. In den Beispielen und in den Figuren 10 und 11 werden Ei-
genschaften und Resultate mit derartigen Filmen beschrieben.

Dabei wurde gezeigt, dass der Einbau eines flir tPA kodierenden Plasmids in einen erfin-
dungsgemifen Film basierend auf Glycerolformal mit Resomer® RG 504 H im Zellkultur-
versuch den tPA-Spiegel tiber einen Zeitraum von 16 Tagen auf 2 ng/ml erh6hen konnte.
Dies entspricht einer 4-fachen Steigerung der tPA-Konzentration gegeniiber der Kontrolle.
Da in Gewebe, das einem chirurgischen Eingriff ausgesetzt war, ebenso wie in Gewebe,
das entziindet ist die tPA-Konzentration bis auf ein flinftel der Normwerte und mehr absin-
ken kann, kann mit einem aus dem erfindungsgeméflen Sprithsystem erzeugten Film somit
iiber lingere Zeit eine therapeutisch relevante Steigerung des tPA-Spiegels erreicht wer-
den, die mit den Priparaten des Standes der Technik nicht zu erzielen war.

Weiterhin wurde gefunden, dass der Spiegel des Inhibitors im beanspruchten und/oder ent-
ziindeten Gewebe bis auf das 17-fache erhoht sein kann, was eine erhebliche Senkung des
tPA-Spiegels bewirkt. Dadurch kann das tPA/PAI-1-Verhiltnis von 3,5 im Normalzustand
bis zu 0,4 im entziindeten Gewebe variieren. Um daher das Geschehen nach einem chirur-
gischen Eingriff noch wirkungsvoller zu beeinflussen und Adhisionen noch erfolgreicher
zu bekdmpfen, enthdlt das erfindungsgeméBe Spriihsystem besonders bevorzugt sowohl
mindestens einen gewebespezifischen Plasminogenaktivator oder eine diesen codierende
Nucleinsdure als auch mindestens einen Plasminogenaktivatorinhibor-Inhibitor oder eine
diesen codierende Nucleinsdure. Wie in den Beispielen gezeigt, gelingt es wirkungsvoll,
das tPA/PAI-1 Gleichgewicht wiedereinzustellen, indem mit dem erfindungsgemifien
Sprithsystem ein Film erzeugt wird, der eine Kotransfektion einer tPA kodierenden Plas-
mid-DNA und einer siRNA gegen PAI-1 bewirkt. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Kotransfektion einer fiir tPA kodierenden Plasmid-DNA und einer siRNA gegen PAI-1 zu
einer 8,3-fachen Steigerung des tPA/PAI-1-Verhiltnisses 48 h nach der Transfektion fiihrt,
wohingegen die Applikation des Plasmids alleine lediglich eine Steigerung um den Faktor
4,5 erbrachte. Je nach gewiinschter Wirkung kann das erfindungsgemife Spriihsystem
daher entweder mindestens einen gewebespezifischen Plasminogenaktivator oder mindes-
tens einen PAI-1-Inhibitor oder eine Kombination aus beiden bzw. jeweils die entspre-
chenden Nucleinsduren enthalten. Damit l4sst sich mit dem erfindungsgemi8 bereitgestell-
ten System die gewlinschte Wirkung sehr variabel einstellen.
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Bei den oben beschriebenen Ausfithrungsformen kann die Nucleinsiure RNA, DNA,
mRNA, siRNA, miRNA, piRNA, shRNA, Antisense-Nucleinsdure, Aptamer, Ribozym,
katalytische DNA und/oder eine Mischung davon sein. Der Ausdruck DNA umfasst alle
geeigneten Formen von DNA wie cDNA, ssDNA, dsDNA, etc., der Ausdruck RNA um-
fasst alle geeigneten Formen vonRNA wie mRNA, siRNA, miRNA, piRNA, shRNA etc.

Die Nucleinsiure kann linear oder ringformig sein, sie kann einzelstringig oder dop-
pelstriangig sein. Unter dem Begriff ,,Nucleinsdure® wird auch eine Mischung von Nuclein-
sduren verstanden, die jeweils gleiche oder unterschiedliche Proteine oder Peptide codieren
konnen. Alle Formen von Nucleinséuren, die das gewiinschte Protein oder Peptid codieren
und an der gewiinschten Stelle exprimieren kénnen, sind geeignet. Der Fachmann kennt
die jeweils geeigneten Formen von Nucleinsduren und kann die jeweils am besten geeigne-
te auswihlen. Die Nucleinséure kann dabei aus jeder beliebigen Quelle stammen, z.B. aus
einer biologischen oder synthetischen Quelle, aus einer Genbibliothek oder Sammlung, es
kann genomische oder subgenomische DNA, aus Zellen oder Mikroorganismen gewonne-
ne oder synthetisch erzeugte RNA sein, etc. Die Nucleinsdure kann die zu ihrer Amplifika-
tion und Expression notwendigen Elemente aufweisen, wie z.B. Promotoren, Enhancer,
Signalsequenzen, Ribosomenbindungsstellen, Tails etc.

Die Nukleinsdure kann eine DNA oder RNA sein und sie kann ein oder mehrere Gene oder
Fragmente aufweisen. Die Nukleinsdure kann eine autonom replizierende oder integrieren-
de Sequenz sein, sie kann als Plasmid, Vektor oder in anderer dem Fachmann wohlbekann-
ten Form sein. Sie kann linear oder ringformig und einzel- oder doppelstringig sein. Jede
in einer Zelle aktive Nucleinsgure ist hier geeignet. Da ,,nackte* Nucleinsiuren nicht sehr
stabil sind und in der Zelle schnell inaktiviert und abgebaut werden, ist es bevorzugt die
Nucleinsdure mit einer Schicht zu umbiillen, wobei sogenannte Polyplexe eine besonders
bevorzugte Ausfiihrungsform sind.

Um die Nucleinséure zu schiitzen, kann sie in Form sogenannter Polyplexe eingesetzt wer-
den. Polyplexe sind Nucleinsduremolekiile, die von einer Polymerhiille umgeben sind. Be-
vorzugt wird als Hiilllmaterial ein kationisches Polymer verwendet. Es wurde gefunden,
dass kationisch geladene Teilchen von der Zelle leichter aufgenommen werden kénnen als
neutrale oder anionisch geladene Teilchen, allerdings konnen sie auch eher unspezifische
Anlagerungen fordern. Zur Umhiillung von Nukleinsduren als aktiven Bestandteilen sind
kationische Hiillmaterialien bevorzugt, da sich Nukleinsiuren sehr einfach mit kationi-

schen Substanzen umhiillen und schiitzen lassen. Entsprechende Verfahren sind dem
Fachmann wohlbekannt.

Das Hiillmaterial kann eine natiirlich vorkommende, synthetische oder kationisch derivati-
sierte natiirliche Substanz sein, z.B. ein Lipid oder ein Polymer oder Oligomer. Ein Bei-
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spiel flir ein natiirliches Oligomer ist Spermin. Beispiele fiir synthetische Polymere sind
stickstoffhaltige biologisch abbaubare Polymere, insbesondere solche mit protonierbaren
Stickstoffatomen. Besonders geeignet sind Polyethylenimine, insbesondere verzweigte
Polyethylenimine, die im Handel erhéltlich sind. Geeignet ist beispielsweise ein verzweig-
tes Polyethylenimin mit einem mittleren Molekulargewicht von 25 kDa, das kommerziell
verfligbar ist. Es wurde gefunden, dass dieses Polymer mit den anderen Bestandteilen des
erfindungsgeméBen Sprithsystems sehr vertrdglich ist. Als natiirliches ggf. derivatisiertes
schichtbildendes Hiillmaterial kénnen auch Lipide, insbesondere kationische oder neutrale
Lipide, eingesetzt werden. Lipide sind in vielen Varianten verfiighar und kénnen z.B. zur
Bildung von Liposomen eingesetzt werden.

Wenn Polyplexe als Wirkstoff verwendet werden, sollte das Verhiltnis von Hiillmaterial
zu Nucleinsdure in an sich bekannter Weise so eingestellt werden, dass die Nucleinsiure
ausreichend geschiitzt ist, nach Freisetzung aber exprimiert werden kann. Wenn zu wenig
Hiillmaterial vorhanden ist, wird die Nucleinsdure nicht ausreichend geschiitzt. Ist der An-
teil des Hiillmaterials zu hoch, kann es einerseits Probleme mit der Vertriiglichkeit geben
und andererseits kann ein zu hoher Anteil an Hiillmaterial dazu fithren, dass die Nuclein-
sdure nicht mehr freigesetzt und/oder nicht mehr exprimiert werden kann. In beiden Fillen
leidet die Effizienz des Transfers. Der Fachmann kann in wenigen Routineversuchen das
jeweils am besten geeignete Verhiltnis herausfinden. Als besonders geeignet hat sich ein
Verhiltnis von Hiillmaterial zu Nucleinsdure im Bereich von 10:1 bis 1:4, bezogen auf
Gewicht, erwiesen. Besonders bevorzugt ist ein Verhiltnis von Hiillmaterial zu Nuclein-
séure von 4:1 bis 1:4. Wenn die Polyplexe Polyethylenimin als Polymer enthalten, kann
der Anteil des Polymers auch iiber das molare Verhiltnis von Polymer-Stickstoffanateil zu
DNA-Phosphatanteil (N/P) angegeben werden; bevorzugt liegt das N/P-Verhiltnis in ei-
nem Bereich von 1 bis 10, besonders bevorzugt von 4 bis 8.

Die Polyplexmolekiile sind so ausgebildet, dass die Nucleinsdure wihrend Lagerung,
Transport und bis zur Applikation geschiitzt ist und dann am Zielort die Nucleinséure frei-
gesetzt und exprimiert wird. Geeignete Polymere sind in der Literatur vielfach beschrieben

und der Fachmann kann aus einer Vielzahl von Materialien das jeweils am besten geeigne-
te auswihlen.

Erfahrungen mit Nukleinséuren als Arzneistoffe wurden seit der ersten klinischen Studie
im Jahre 1989 in Uber 1400 klinische Studien gesammelt. Neben retroviralen kamen vor
allem adenovirale Gentransfersysteme zum Einsatz, wobei ein groBer Vorteil in der Effi-
zienz dieser Systeme liegt. So konnte gezeigt werden, dass bereits die Bindung eines einzi-
gen Viruspartikels ausreichend ist, die Zielzelle zu infizieren. Nicht-virale Gentranfer-
systeme stellen eine beziiglich Immunogenitit und Mutagenesepotential sichere Alternati-
ve zu viralen Systemen dar. Beschrieben wurden fiir nicht-virale gentherapeutische Ansit-
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ze die Applikation nackter Nukleinséure in Kombination mit physikalischen Methoden wie
der Elektroporation, sowie die Verwendung von nanoskaligen Komplexen mit syntheti-
schen Trigersystemen wie kationischen Polymeren, die auch als Polyplexe bezeichnet wer-
den. Informationen zur Herstellung und Verwendung von Polyplexen sind z.B. zu finden in
dem Artikel von Godbey WT, Mikos AG. ,Recent progress in gene delivery using non-
viral transfer complexes”. (J Control Release. 2001;72:115-125) und zu kationischen Lipo-
somen (Lipoplexe) in Artikeln von Lee RJ, Huang L. ,Lipidic vector systems for gene
transfer®. (Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 1997;14:173-206) und von Simoes S, Filipe A,
Faneca H, Mano M, Penacho N, Duzgunes N, et al. ,,Cationic liposomes for gene delive-
ry“. (Expert Opin Drug Deliv. 2005;2:237-254). Den Komplexsystemen liegt zu Grunde,
dass sich unter physiologischen Bedingungen die positiv geladene Nukleinsiure und das
negativ geladene Trigermaterial spontan zu nanoskaligen Partikeln aneinander anlagern
(" self-assembly™).

Das erfindungsgeméfe Sprithsystem liefert einen neuen vielversprechenden Ansatz, um
eine langanhaltende Genexpression zu erzielen. Durch die Bildung eines Films in Form
eines genaktivierten Depotsystems, dessen lokale Applikation zu einem konstanten Nuk-
leinsdurespiegel tiber einen definierten Zeitraum im Applikationsgebiet fiihren kann, wer-
den vorteilhafte Eigenschaften erzielt. Dosierhdufigkeit und Dosismenge konnen dadurch
verringert, unerwiinschte Nebenwirkungen wie die Transfektion anderer Gewebe, soge-
nannte "Off-Target-Effekte"”, verhindert, unphysiologische Proteinspiegel und die Belas-
tung des Patienten mit Nukleinsdure und Tridgermaterial vermieden und die Patientenak-
zeptanz verbessert werden.

Wie oben ausgefiihrt, wird davon ausgegangen, dass das Verhiltnis von PA zu PAI-1-
Inhibitor einen Einfluss auf die Bildung von chirurgischen Adhasionen und die Narbenbil-
dung hat. In einer weiteren Ausfithrungsform wird daher ein Sprithsystem zur Verfligung
gestellt, das als Wirkstoffe eine Kombination aus PA und PAI-1-Inhibitor bzw. diese co-
dierende Nucleinsiduren enthilt, wobei das Verhiltnis von PA und PAI-1-Inhibitor im Be-
reich von 5:1 bis 1:5 liegt, bei Verwendung der entsprechenden Nucleinsduren kann das
Verhiltnis so eingestellt werden dass am Zielort nach Expression ein Verhiltnis von
PA:PAI-1-Inhibitor von 5:1 bis 1:5 resultiert. Es wurde gefunden, dass bei Applikation
einer solchen Kombination die Bildung chirurgischer Adhésionen besonders wirkungsvoll
unterdriickt werden kann.

Das erfindungsgeméfle Sprithsystem zeichnet sich dadurch aus, dass bei Vermischen der
beiden Komponenten sehr schnell das Polymer unter Bildung eines Films ausgefillt wird,
wobei ggf. in einer oder beiden der Komponenten enthaltene Wirkstoffe gleichzeitig in den
Film mit integriert werden. Dazu werden die beiden Komponenten, die vor der Anwen-
dung in getrennten Behiltern aufbewahrt werden, so verspriiht, dass sie beim Versprithen
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oder direkt davor vermischt bzw. wihrend des Vermischens verspriiht werden. Die beiden
Komponenten des erfindungsgeméfen Sprithsystems werden somit zur Applikation ver-
mischt. Dies erfolgt bevorzugt, indem die beiden voneinander getrennten Komponenten
zum Versprithen in eine Mischkammer gefithrt werden und direkt daraus verspriiht werden.
Bevorzugt wird zum Versprithen eine Vorrichtung verwendet, wie sie an sich bekannt ist,
bei der bei Betétigung des Spriihventils aus zwei Vorratskammern jeweils eine Dosis in
eine Mischkammer geflihrt und von dort gemeinsam verspriiht wird. Auf diese Weise er-
folgt die Vermischung direkt im Sprithapplikator beim Versprithen, wodurch eine vorzeiti-
ge Ausfillung, die die Spriithdiise verstopfen kénnte, vermieden wird. Ein aufeinanderfol-
gendes Versprithen der beiden Komponenten aus getrennten Sprithapplikatoren kann kei-
nen Film hoher Giite erzeugen. Es ist fur die Erfindung wesentlich, dass die beiden bis zur
Verwendung getrennt gehaltenen Komponenten direkt beim Versprithen miteinander in
Kontakt kommen, sodass sich dann beim Auftreffen des Spriihnebels der durch Ausfillen
des Polymers gebildetete Film am Zielort ablagern kann. Sprithapplikatoren, die zur Ver-
mischung/Versprithung von zwei vorher getrennt gehaltenen Komponenten geeignet sind,
sind im Stand der Technik bekannt. Eine bekannte und fiir die Applikation gemif der vor-

liegenden Erfindung geeignete Vorrichtung ist in Figur 8 dargestellt und ist als Spray Set
von der Firma Baxter erhdltlich.

Die jeweils abzugebende Dosis der beiden Komponenten kann eingestellt werden. Sie rich-
tet sich nach der Art der Verwendung, der Art der Komponenten, ggf. dem Wirkstoff, Die
beiden Komponenten sollten bei der Applikation in einem Verhdltnis (bezogen auf das
Volumen der Losungen/Fliissigkeiten) von 10:90 bis 90:10, bevorzugt 25:75 bis 75:25 und
bevorzugter in einem Verhdltnis von 40:60 bis 60:40 vermischt werden. Die fiir den zu
erzeugenden Film abgegebene Menge der Komponenten hingt ab von der erwiinschten
GrofBe und Dicke des Films. Sie kann in an sich bekannter Weise eingestellt werden. Zur
Applikation im Bauchraum hat sich eine Menge von jeweils 0,5 bis 5 ml, bevorzugt 0,7 bis
3 ml jeder Komponente als geeignet erwiesen.

Als besonders vorteilhafte Formulierungen erwiesen sich folgende Kombinationen:
lipophile Komponente: 10 %ige (m/v) PLGA-Losung (Resomer® RG H-Serie) in Glycerol-
formal, Tetraglykol oder DMI,

hydrophile Komponente: Wasser flir Injektionszwecke

Wirkstoffkomponente: pDNA/I-PEI Polyplexe, als Lyophilisat in der hydrophilen Phase
gelost (Einbettungsvariante A) oder mittels Homogenisator in der lipophilen PLGA-
Losung dispergiert (Einbettungsvariante B).

ggf. Saccharose mit einer Konzentration von 10% (m/v) als Kryoprotektor fiir die Lyophi-
lisierung
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Das erfindungsgemiBe Sprithsystem wird bereitgestellt zur therapeutischen Anwendung.
Einsatzgebiet flir damit erzeugte Matrixsysteme ist die Verhinderung postoperativer Adhi-
sionen, bei denen es nach Operationen im Bauchraum, ausgeldst durch ein Ungleichge-
wicht zwischen dem gewebespezifichen Plasminogenaktivator und dessen Inhibitor, zu
permanenten Verwachsungen kommen kann [56, 64, 65]. Kritisch ist dabei ein Zeitfenster
von 2 Wochen, das eine akute Phase von 2-5 Tagen nach der Operation umfasst. Besonders
geeignet sind Depotsysteme, die ein fiir tPA kodierendes Plasmid als Wirkkomponente
enthalten. Neben der pharmakologischen Wirkkomponente stellt der Polymerfilm zusitz-
lich eine antiadhdsive Barriere gegen Verwachsungen dar. Méglich ist z.B. auch das Ver-

sprithen des erfindungsgeméfBen Sprithsystems iiber Endoskop, z. B. bei einem endoskopi-
schen Eingriff in der Bauchhéhle.

Die Erfindung wird in den beigefligten Figuren weiter erldutert.

Dabei zeigen die Figuren Ausfihrungsformen der Erfindung und Resultate, die mit ihnen
erhalten wurden.

Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung zur Pathogenese von chirurgischen Adhisio-
nen

Figur 2 zeigt Diagramme, die die Filmgiite ausgewihlter Resomer® RG Polymere im Ver-
gleich zeigen: A) PLGA 50:50, H-Serie, B) PLGA 75:25, S-Serie. Dargestellt ist der pro-
zentuale Anteil an eingesetztem Polymer, der den Sprithfilm ausbildet, wohingegen der
Rest als 16slicher Anteil im Uberstand verloren geht. Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardabweichung (n=4) angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit
Sternchen gekennzeichnet (P<0,05 (*), P<0,01 (*%)).

Figur 3 zeigt Diagramme, die die Ergebnisse von viskoelastischen Untersuchungen der
Filme darstellen: A) Speichermodul (G"), B) Verlustmodul (G"') der Resomer® RG H-
Serie mit unterschiedlichen Losungsmitteln im Vergleich bei einer Frequenz von 1Hz.

Figur 4 zeigt die Filmgiite, die mit den getesteten Losungsmitteln erhalten wird: A) In situ
gebildete Filme unter Verwendung von Resomer® RG 503 H, B) Filmgiite gegen den Ver-

teilungskoeffizienten P aufgetragen. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung
aus n=4 Ansétzen dargestellt.

Figur 5 zeigt LDso-Werte der getesteten Losungsmittel im Vergleich: LDsq der getesteten
Losungsmittel in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit auf Mesothelzellen. Bestimmt
wurde jeweils die metabolische Zellviabilitit mittels ATPlite Assay

Figur 6 zeigt Diagramme zur Freisetzungskinetik unterschiedlicher Formulierungen in situ
gebildeter Filme: (A) Resomer® RG 502 H, Polyplexe in hydrophiler Phase, (B) Resomer®™
RG 502 H, Polyplexe in lipophiler Phase, (C) Resomer® RG 504 H, Polyplexe in hydrophi-
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ler Phase, (D) Resomer® RG 504 H, Polyplexe in lipophiler Phase. Lyophilisierte Polyple-
xe wurden unter Verwendung unterschiedlicher Polymerlésungen (DMI (e), Tetraglykol
(©) und Glycerolformal (V) in die Filme eingebaut und die Freisetzung der pDNA iiber 30
Tage analysiert. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(n=3) angegeben.

Figur 7 zeigt die Transfektionseffizienz lyophilisierter I-PEI/pDNA Polyplexe auf Lungen-
zelllinien unter Verwendung unterschiedlicher Kryoprotektoren. DNA Topologie - Lyophi-
lisierte pPDNA/I-PEI Polyplexe wurden aufgetrennt mittels Agarosegelelektrophorese unter
Zusatz von Heparansulfat (HS). Die Polyplexe wurden hierzu in Wasser fiir Injektionszwe-
cke (WII) resuspendiert. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung ((a) n=7,
(b) n=4)) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Sternchen gekenn-
zeichnet (P<0,05 (*), P<0,01 (**)). pPCMV-Luc Kontrolle (C), GroBenmarker (L), Wasser
fiir Injektionszwecke (W1I), Ultra-Turrax® (UT), Homogenisator (H).

Figur 8 zeigt einen Versuchsaufbau zur Herstellung in situ gebildeter Filme

Figur 9 zeigt ein Diagramm mit Ergebnissen fiir die In vitro Applikation von erfindungs-
gemifBen Filmen auf Mesothelzellen: Luziferase Genexpression nach Applikation Reso-
mer® RG 504 H basierter Filme auf Mesothelzellen. Plasmid DNA/I-PEI Polyplexe wurden
in die hydrophile Phase eingebaut und die Expression iiber einen Zeitraum von 29 Tagen
mittels Luziferaseassay untersucht. Gemessen wurden die emittierten Photonen (RLU)

liber 10 s nach Hintergrundkorrektur. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ SEM (n=3)
angegeben.

Figur 10 zeigt Ergebnisse fiir die In vitro Applikation in situ gebildeter Filme auf Me-
sothelzellen. (A) Matrixfreisetzung aus Resomer™ RG 504 H basierenden Filmen und B)
Fluoreszenzaufnahme der eingebetteten Plasmid-DNA nach Anfirbung mit Propidium-
iodid. pCMV-tPA-IRES-Luc/I-PEI Polyplexe wurden in der hydrophilen Phase geldst, der
Spriihfilm auf Mesothelzellen aufgespriiht und der tPA-Spiegel tiber einen Zeitraum von
29 Tagen mittel ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte = SEM (n=3) ange-
geben.

Figur 11 zeigt Kotransfektion von Plasmid-DNA/siRNA auf Mesothelzellen: a) PAI-1 und
tPA Detektion im Western Blot nach 48h, b) tPA/PAI-1-Verhiltnis in Abhéingigkeit der
Zeit. Die Polyplexe bestehend aus pCMV-tPA-IRES-Luc (ptPA) oder einem Platzhalter-
Plasmid (pUC) und verschiedenen siRNAs (PAI-1, EGFP) wurden mit 1-PEI bei einem
N/P-Verhéltnis von 10 (bezogen auf die pPDNA Menge) in HBS hergestellt. Zum Vergleich
ist die Expression unbehandelter Zellen (UN) dargestellt. Die Bestimmung der tPA- und

PAI-1-Spiegel erfolgte mittels Western Blot im Uberstand zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten.



WO 2013/045455 PCT/EP2012/068889

=25 -

Figur 12 zeigt eine schematische Darstellung des pPCMV-tPA-IRES-Luc Plasmids
Figur 13 zeigt eine Verdiinnungsreihe von 1-PEI/pDNA Polyplexen in PBS
Figur 14 zeigt eine Standardkurve des humanen tPA-Antigenassays

Figur 15 zeigt die Transfektionseffizienz pulverformiger Polyplexe bei Verwendung unter-
schiedlicher Kryoprotektoren.: Transfektionseffizienz lyophilisierter I-PEI/pDNA Polyple-
xe auf Lungenzelllinien unter (A) Verwendung unterschiedlicher Kryoprotektoren (10 %
(m/v) Saccharose oder Mannose, 4 % (m/v) Dextran 5000, B) nach Homogenisierung ly-
ophilisierter Polyplexe unter Verwendung von 10 % (m/v) Saccharose als Kryoprotektor.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erldutert, ohne sie dadurch in irgendei-
ner Weise zu beschrénken:

Beispiel 1
MATERIAL UND METHODEN

Nukleinsiduren

Das Plasmid pCMVLuc, das erhiltlich ist, wie in [19] beschrieben, enthilt das Luziferase-
Gen (Luc) der Feuerfliege Photinus pyralis unter der Kontrolle des CMV-Promotors, ei-
nem Promotor aus dem Cytomegalievirus. Das Konstrukt pMetLuc kodiert ebenfalls unter
der Kontrolle des CMV-Promotors fiir das Luziferase-Gen des Ruderflusskrebs Metridia
longa, ein sezerniertes Luziferase-Enzym [20].

Das Konstrukt pCMV-tPA-IRES-Luc wurde kloniert und ist in Figur 12 schematisch dar-
gestellt. Es enthélt neben den Sequenzen fiir das Luziferase-Enzym (Luc) und den gewebe-

spezifischen Plasminogenaktivator (tPA) einen CMV-Promotor (CMV-IE, Cytomegalievi-
rus-immediate-early)

Die Klonierung des pCMV-tPA-IRES-Luc Plasmids erfolgte unter Verwendung des pl-
RES-Luc Vektor [21]. In diesen Vektor wurde eine fiir den gewebespezifischen Plasmino-
genaktivator (tPA)-kodierende Sequenz unter der Kontrolle des CMV-Promotors mit Hilfe
der Restriktionsendonukleasen Mlul und Fsel (New England Biolabs Inc., USA) hinein
kloniert. Hierzu wurde die Sequenz (Insert) aus dem Plasmid pCMV-tPA mittels Polyme-
rase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert [22]. Der pIRES-Luc Vektor enthielt neben dem
Luziferase Gen eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), die eine Translation beider
Transkripte unabhéngig voneinander erméglichte,

Als Kontrollplasmid wurde pUC21 Vektor (Invitrogen, Deutschland), der keine Expressi-
onskassette sondern lediglich das bakterielle Riickgrat enthilt, eingesetzt.

Es wurden die folgenden Oligonukleotide synthetisiert: Es wurde eine siRNA gegen den
Plasminogenaktivator-Inhibitor 1 (PAI-1, 5-GGAACAAGGAUGAGAUCAG[4, 23]-3")
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und als Kontrolle eine siRNA gegen EGFP
(5'-GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAUI[AT][dT]-3") verwendet. Die lyophilisierten
Proben wurden in Resuspensionspuffer (Quiagen) zu 20 uM beziehungsweise fiir die Frei-
setzungsstudien zu 100puM Stocklésungen geldst, 1,5 min bei 90 °C inkubiert, 1 hbei 37 C
leicht geschiittelt und bei — 20 °C in Aliquoten gelagert.

Polvethylenimin

Lineares Polyethylenimin mit einer Molmasse von 22 kDa wurde nach einer Vorschrift
von Plank und Kollegen synthetisiert [24]. Lineares PEI wurde analog der Vorschrift durch
saure Hydrolyse des Propionsidureamids Poly(2-ethyl-2-oxazolin) 50 Da gewonnen, wobei
die freigesetzte Propionsédure als azeotropes Gemisch dem Syntheseansatz stetig entzogen
wurde, so dass die Reaktion nahezu vollstindig ablaufen konnte. Die freie Base wurde
anschliefend mittels Natronlauge bei pH 12 ausgefillt, gewaschen und lyophilisiert. Das
lyophilisierte I-PEI wurde bei 4 °C gelagert und nach Bedarf in destilliertem Wasser geldst,
auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, dialysiert (ZelluTrans Dialysiermembranen T2,
MWCO 8-10 kDa) und steril filtriert.

Die Quantifizierung der PEI-L6sung erfolgte photometrisch mittels Kupfersulfat-Methode
bei 285 nm an einem Spektralphotometer (Ultrospec 3100 Pro) [25]. Als Referenz wurde
eine 1-PEI Charge bekannter Konzentration eingesetzt. Die Reinheit des Syntheseprodukts
wurde mittels ]H-NMR-Spektroskopie (Bruker 250 MHz, Karlsruhe) tiberpriift. Die Mes-
sung der Molmasse erfolgte mittels Gel-Permeations-Chromatographie mit einem Mehr-
winkel-Laser-Streuungsdetektor (GPC-MALLS) und ergab eine Molmasse von 20-22 kDa.

PLGA Polymere

Fiir die Herstellung der Filme wurden folgende Polymere der Firma Boehringer Ingelheim,
Deutschland verwendet:

o Resomer® RG 502, 503 und 504 H
e Resomer® RG 752,755 S

Zelllinie

Es wurden pleurale Mesothelialzellen (human), kurz Met5A, von ATCC, Deutschland
(CRL-9444) verwendet. Die Zelllinie wurde in einer 1:2 Mischung aus M199 (Gibco-BRL,
Grofbritannien) und MCDB 105 (Sigma-Aldrich, Deutschland) bei 37 °C, 5 % CO; und
100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Neben 10 % fotalem Kéilberserum (PPA Laboratories,
Osterreich) wurde dem Medium ein epidermaler Wachstumsfaktor (5 ng/ml, Sigma-
Aldrich, Deutschland) und Hydrocortison (400 ng/ml, Sigma-Aldrich, Deutschland) zuge-
setzt [26]. Ferner wurden die Zellen bei einer Konfluenz von circa 80 % passagiert und bis
zu einer Passage von 20 fiir Versuche eingesetzt.
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Herstellung der Polyplexe

Die Herstellung der Komplexe erfolgte spontan durch elektrostatische Bindungskrifte,
wobei die Eigenschaften der gebildeten Polyplexe dabei im Wesentlichen von der lo-
nenstirke des Mediums, den verwendeten Polymeren und dem N/P-Verhiltnis abhing.
Diese gibt den molaren Stoffmengenquotienten aus protoniertem Stickstoffatom (N) der
Polymerstruktur zum negativ geladenen Phosphatatom (P) in der Nukleinsdure an. Um
kleine monodisperse Partikel zu erhalten, wurden gleiche Volumina der Losung mit der
geringeren Ladungsdichte, der Nukleinsdure-Losung, zur Losung mit hoherer Ladungs-
dichte, der Polymer-Losung, pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren (5-8 mal) ge-
mischt. Die Losung wurde anschlieBend bei RT flir 20 min inkubiert bevor weitere Versu-
che durchgefiihrt wurden. Als Medium wurde Wasser fiir Injektionszwecke (siRNA, Plas-
mid-DNA Lyophilisate) und HBS pH 7,4 (Plasmid-DNA Liquid) eingesetzt.

Herstellung und Charakterisierung pulverférmiger Polyplexe

Die Polyplexe wurden unter Verwendung von pCMVLuc und I-PEI bei einem N/P-
Verhiltnis von 10 wie oben beschrieben in Wasser fiir Injektionszwecke hergestellt. Zur
Testung unterschiedlicher kryoprotektiver Stoffe wurden die Polyplexe nach der Inkubati-
onszeit mit einer 20 %igen (m/v) Saccharose-Losung, einer 20 %igen (m/v) Mannose-
Losung oder einer 4 %igen (m/v) Dextran 5.000 Losung 1:2 verdiinnt, gemischt und ali-
quotiert. Diese konnten anschlielend in Stickstoff schockgefroren und circa 24 h bei ma-
ximaler Leistung in der Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert werden. Die Lyophilisate
wurden zu einer finalen Konzentration von 0,02 pg/ul (gleiche Ausgangskonzentration) in
dem jeweiligen Medium resuspendiert und eine Transfektion auf BEAS-2B Zellen in 96-
Well-Platten analog wie unten beschrieben durchgefiihrt.

Saccharose wurde in Pulverform nach einer Inkubationszeit von 10 min zugegeben und die
Komplexe weitere 10 min inkubiert, wobei vor und nach Zugabe von Saccharose die Parti-
kelgroBe mittels PCS kontrolliert wurde. Nach Lyophilisation konnte das Pulver in einem
Morser mit Pistill homogenisiert und anschlieBend mittels Homogenisator, einem zylindri-
schen Glasgefidl mit Glas-Pistill (Schiitt Labortechnik, Deutschland), oder mittels Ultra-
Turrax® (Stufe 3, 14 sec, Ika Labortechnik, Deutschland) in der PLGA-L6sung suspendiert
werden. Alternativ dazu wurde das Pulver direkt oder vorher mittels Morser homogenisiert
in Wasser fiir Injektionszwecke resuspendiert. Die Lyophilisate wurden zu einer finalen
Konzentration von 0,02 pg/pl in dem jeweiligen Medium resuspendiert.

Bestimmung der PartikelgréfBe und des Zeta-Potentials

Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers der Polyplexe erfolgte mittels Pho-
tonenkorrelationsspektroskopie in einer Halbmikro-Kiivette mit 600 ul Polyplex-Ldsung in
bidestilliertem Wasser (0,02 pg/ul pDNA), die des Zeta-Potentials mittels elektrophoreti-
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scher Lichtstreuung in einer Makro-Kiivette mit 1,6 ml Polyplex-Lésung (0,02 bezie-
hungsweise 0,1pug/ul pDNA). Folgende Einstellungen wurden verwendet: 5 Messungen
(GroBenmessung), 5 Laufe a 10 Zyklen pro Probe (Zeta-Potential); Viskositit von Wasser
(0,89 cP) beziehungsweise HBS (1,14 cP); Ref-Index 1,33; Dielektrizititskonstante 78,5;
Temperatur 25 °C. Die Berechnung des Zeta-Potentials erfolgte nach Smoluchowski. Die
Auswertung der Grofle erfolgte auf Basis einer Standardkurve. Das Gerit wurde mittels
Polystyren-Latex-Partikeln mit einer GroBe von 92 nm (Duke Scientific Cooperation, CA,
USA) und der Zeta-Potentialreferenz BI-LC-ZRZ mit einer Ladung von +50 mV (Labor-
chemie, Wien, Osterreich) in regelmiRBigen Abstinden iiberpriift.

Agarosegelelektrophorese

Durch Agarosegelelektrophorese l4sst sich der Grad der Komplexierung der Nukleinsiure
(Plasmid-DNA, mRNA) in Polyplexen bestimmen. Hierzu wurden Polyplexe wie oben
beschrieben hergestellt, mit 6-fach konzentriertem Ladepuffer versetzt und jeweils 100 ng
pDNA auf ein 0,8 %iges Agarosegel versetzt mit Ethidiumbromid (10 pg/100 pl) aufge-
tragen. Als Referenz wurde ein entsprechender GréBenmarker aufgetragen. Die Elektro-
phorese erfolgte bei 125 V fir circa 1,5h in 1x TAE-Puffer. Im Anschluss wurden die

Banden der Nukleinsdure unter UV-Licht (360 nm) detektiert und mittels Gelkamera auf-
genommen.

Im Agarosegel ldsst sich eine unvollstindige Komplexierung durch freie Nukleinsdure im
Gel erkennen, wobei Polyplexe in der Geltasche verbleiben. Ferner kann je nach Intensitét
des Signals in der Geltasche ein Riickschluss auf den Grad der Kondensation gezogen
werden. Dabei gilt, je schwicher die Bande, desto stirker wird die Nukleinsdure vom kati-
onischen Polymer kondensiert. Die Zugabe eines Polyanions (0,1 pg Heparansulfat
(HS)/ng pDNA, Inkubationszeit 45 min) verdriangte die Nukleinsdure aus dem Komplex
und erméglichte eine Integritdtspriifung (Topologie, Abbau) der Nukleinsgure.

Beispiel 2

Charakterisierung in situ gebildeter Filme

Bestimmung der Filmgiite in Abhdngigkeit vom Biomaterial und Losungsmittel

Um die Filmbildung in Abhéngigkeit vom verwendeten Losungsmittel und dem Polymer-
typ ndher charakterisieren zu kénnen, wurden Sprithversuche in Petrischalen durchgefiihrt.
Hierzu wurde eine 10 %ige (m/v) Polymerldsung im jeweiligen Losungsmittel hergestellt
und jeweils 1 ml Polymerlosung (Spritze 1) mit 1 ml Wasser fiir Injektionszwecke (Spritze
2) bei 1,5 bar verspritht. Eine Wartezeit von 5 min sollte eine vollstindige Ausbildung der
Matrix erméglichen. Fiir die visuelle Betrachtung der Matrix wurde die wissrige Phase mit
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Brillantblau G angefirbt und der Abstand zur Sprithflache mit 11 cm eingestellt. Die weite-
ren Versuche wurden ohne Fixierung durchgefiihrt, da dadurch ein homogenerer Film er-

zielt werden konnte. Die Ergebnisse sind in Figur 4 gezeigt.

Um die Matrixgiite besser beurteilen zu kénnen, wurde der Uberstand abgenommen und in
einer Vakuumanlage (Speed-Vac, Dieter Piatkowski, Deutschland) bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet. Analog dazu wurde die Matrix in einer Gefriertrocknungsanlage (Lyovac
GT 2, LH Leybold, Deutschland) ebenfalls bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wodurch
anschlieBend der prozentuale Anteil des Polymers im Uberstand (Verlust) und im Prizipi-

tat (Matrixgiite) bezogen auf die Gesamtmenge an eingesetzten Polymer ermittelt werden
konnte.

Bestimmung der Gewebevertrdglichkeit des Losungsmittels

Die Zytotoxizitit der Losungsmittel wurde mittels eines auf ATP-basierenden Testassays
(ATPlite, Perkin Elmer) bestimmt. Hierzu wurden Zellen 24 h vor dem Versuch in eine 96-
Well-Platte ausgesét, unmittelbar vor dem Versuch das Medium abgenommen, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und 50 pl serumhaltiges Medium mit Antibiotikazusatz (Peni-
cillin/Streptomycin 0,1 % (v/v); Gentamycin 0,5 % (v/v), Gibco-BRL, GroBbritannien)
vorgelegt. Darauthin wurden jeweils 50 pl unterschiedlicher Konzentrationen an Lo-
sungsmittel (16-500 pg/ul), verdiinnt in Wasser flir Injektionszwecke, zugegeben und un-
terschiedlich lange bei 37 °C, 5 % CO; und 100 % Luftfeuchte inkubiert (15, 30, 60, 221,
360 und 640 min). Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen, 50 pl PBS pro Well vorgelegt und die Zellviabilitit gemaB
den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Messung der Lumineszenz erfolgte in einem
Plattenreader (Wallac Victor2/ 1420 Mulitlabel Counter, PerkinElmer Inc., USA), wobei
die Lumineszenz unbehandelter Zellen (50 pl Wasser fiir Injektionszwecke) als Referenz-
wert mit einer Viabilitdt von 100 % verwendet wurde. Fiir jeden Zeitpunkt wurde die Kon-
zentration des Losungsmittels gegen die gemessene Zellviabilitdt (Mittelwerte + Standard-

abweichung aus n=4 Ansétzen) aufgetragen und eine nicht-lineare Standardfunktion ange-
passt:

y = min +[(max —min)/(1 + (x/EC50)ilorey]

Diese Funktion ergab fiir alle Losungsmittel eine gute Anpassung: Tetraglykol (R2 =
0,9181-0,9900), Glycerolformal (R2 =0,9268-0,9945), Dimethylisosorbid (R2 =0,9647-
0,9894). Die LDso Werte wurden den Schitzwerten der geplotteten Regressionskurve ent-

nommen. Es handelt sich dabei um die Konzentration, bei der noch 50 % Zellviabilitit
gemessen werden konnte.
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Viskoelastische Eigenschaften in situ gebildeter Filme

Um eine Vorstellung iiber die viskoelastischen Eigenschaften der Matrix zu erhalten, wur-
den rheologische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Filme auf die Platte
eines Rotationsviskosimeters (Physica MCR 301) aufgespriiht und die Biomaterialien (Re-
somer® RG 504 H und 502 H) in einem dynamischen Scherexperiment in Abhéngigkeit
vom verwendeten Losungsmittel getestet. Hierbei wird eine harmonisch oszillierende
Scherspannung mit definierter Amplitude und Frequenz an eine Probe angelegt und die
resultierende Scherverformung bestimmt, die durch zwei Antwortgréfen, die Antwortamp-
litude und die Antwortfrequenz, auch Phasenverschiebung genannt, charakterisiert ist. Bei-
de Antwortgrofien konnen mathematisch in das Speichermodul G* und Verlustmodul G™
umgeformt werden, wobei das Speichermodul den gespeicherten und somit wiederver-
wertbaren Anteil der eingebrachten Bewegungs- beziehungsweise Verformungsenergie
kennzeichnet (elastischer Anteil) und das Verlustmodul, ein Ma8 fiir die pro Schwingung

in Wirme abgegebene Energie und somit verlorenen Anteil darstellt (reibungsbehafteter
Anteil).

Versuche zur Bestimmung der Freisetzungskinetik

Die Versuche zur Ermittlung der Freisetzungskinetik wurden in verschlieBbaren Petrischa-
len (Petri dishes without absorbent 50x9mm, PAIL) bei 37 °C unter stindigem Schiitteln in
einem Inkubator durchgefiihrt. Hierzu wurden die Proben wie oben mit Wasser fiir Injekti-
onszwecke verspritht. Lyophilisierte 1-PEI/pCMVLuc Komplexe (N/P-Verhiltnis 10,
10 %ige Saccharose, 25ug pDNA/Ansatz) wurden in homogenisierter Form (Morser und
Pistill) zuvor in der PLGA-L6sung dispergiert oder in der Wasserphase resuspendiert. Als
Kontrolle wurde Wasser flir Injektionszwecke eingesetzt. Nach dem Sprithen wurde S min
gewartet, der Uberstand abgenommen (0 h-Wert) und 1 ml PBS zugegeben. Der Uberstand
wurde daraufhin in regelméfligem Abstand komplett ausgetauscht, wobei die Proben bis
zur Analyse bei -20 °C gelagert wurden.

Die Quantifizierung der freigesetzten Plasmid-DNA aus der in situ geformten Matrix er-
folgte photometrisch. Hierzu wurden die Proben vor der Vermessung mit Chloroform aus-
geschiittelt (1 ml, 400 g, RT, 10 min), um PLGA Abbauprodukte abzutrennen, die eine
photometrische Quantifizierung stéren wiirden [27]. Die Proben wurden anschlieend pho-
tometrisch bei 260 nm vermessen (Nanodrop-1000, PEQLAB Biotech, Deutschland). Im
Vorfeld wurden I-PEI/pDNA Polyplexe (pDNA-Konzentration 100 ug /ml) in Wasser fiir
Injektionszwecke hergestellt und eine Standardreihe durch serielles Verdiinnen mit PBS an
5 individuellen Tagen bei 260 nm ermittelt, an Hand derer anschlieBend die Konzentration
an freigesetzter komplexierter Plasmid-DNA berechnet werden konnte. Die Ergebnisse
sind in Figur 13 dargestellt. Als Kontrolle wurden unbeladene Filme untersucht (Hinter-
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grundkorrektur), kleine Abweichungen in den Volumina wurden durch Auswaage der Pro-
ben iiber die Dichte von Wasser beriicksichtigt.

Beispiel 3

In vitro Untersuchungen

Transfektionen

Zur Durchfithrung von in vitro Transfektionsstudien wurden 24 h vor der Transfektion
90.000 bis 120.000 Zellen (24-Well-Platte) pro Well ausgesit, wobei nur Zellen bis Passa-
gen 20 fiir die Transfektion verwendet wurden. Dies resultierte in einer Konfluenz von
circa 70 % am Tag der Transfektion. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 200 pl (24-Well-Platten) Medi-
um ohne Serum vorgelegt. Im Anschluss wurden 50 pl der Polyplexe, entsprechend einer
Plasmid-DNA Menge von 1 pg (24-Well-Platte) auf das vorgelegte Medium gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C, 5 % CO, und 100 % Luftfeuchte wurden die
Polyplexe abgenommen, die Zellen erneut einmalig mit PBS gewaschen und durch serum-
haltiges Medium mit Zusatz von Antibiotika (Penicillin/Streptomycin 0,1 %
(v/v),Gentamycin 0,5 % (v/v), Gibco-BRL, GroBbritannien) ersetzt.

Durchfiihrung der Spriihversuche

L-PEI/Plasmid-DNA Polyplexe (N/P-Verhiltnis 10, 100 ug pDNA/ Ansatz) wurden, wie
oben beschrieben, formuliert, mit 10 % Saccharose lyophilisiert und mittels Mérser und
Pistill homogenisiert, wodurch diese nach Gewicht dosiert und entweder in einer steril filt-
rierten PLGA-Losung dispergiert oder in der Wasserphase (Wasser fiir Injektionszwecke)
resuspendiert werden konnten. Wasser fiir Injektionszwecke ohne Zusitze wurde als Nega-
tivkontrolle eingesetzt. Als Plasmid-DNA wurde pMetLuc und pCMV-tPA-IRES-Luc in
gleichem Verhiltnis verwendet.

3 Tage vor Beginn der Versuche wurden Met5A Zellen auf hingenden Einsétzen (1 pm
PET Millicell) mit einer Polyethylenterephthalat-(PET)-Membran ausgesiit, die eine licht-
mikroskopische Kontrolle der Zellen erméglichten. Jeweils 1,5 ml Zellkulturmedium wur-
de vorgelegt, die Einsdtze 2 min darin #quilibriert und anschlieBend 250.000 Zellen pro
Well in 1,5 ml Medium auf der Membran ausgesit. Vor dem Versuch wurde das Medium
abgenommen, einmal mit PBS gewaschen und die Proben, wie oben beschrieben, auf die
Zellen aufgespriiht. Die Probenentnahme erfolgte zu Beginn tiglich, spiter alle zwei bis
drei Tage, wobei das Medium komplett gewechselt, die Proben sofort auf Eis gestellt und
bei -80 °C bis zur analytischen Bestimmung gelagert wurden.
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Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels Luziferaseaktivitdtsmessung

Zur Untersuchung der Gentransfereffizienz bei Einsatz des pCMVLuc Plasmids, welches
fur das Reporter-Gen Luziferase kodiert, wurde die Luziferaseaktivitdt 24 h nach der
Transfektion gemessen, indem die Zellen einmal mit PBS gewaschen, pro Well mit 100 pl
1x Zelllysepuffer (25 mM Tris/HCI pH 7,8, 0,01 % Triton-X 100) versetzt und nach einer
Inkubationszeit von 10 min bei RT fuir 60 sec geschiittelt wurden. AnschlieBend konnte zu
einem Aliquot von 50 ul automatisch 100 pl Luziferin-Substrat (470 uM D-Luciferin,
270 uM  Coenzym, 33,3 mM DTT, 530 uM ATP, 1,07mM (MgCOs3)sMgyx5 H,O0,
2,67 mM MgSOy, 0,1 mM EDTA 0,1 mM, 20 mM Tricin) zugegeben und die Lichtemissi-
on iiber einen Zeitraum von 5 sec in einem Plattenreader (Wallac Victor”/ 1420 Mulitlabel
Counter, PerkinElmer Inc., USA) vermessen werden. Vor Zugabe des Substrats wurde der
Hintergrund ebenfalls iiber den Zeitraum von 5 sec bestimmt. Die Luziferaseaktivitit, ge-
messen als emittierte Photonen (engl. Relative Light Units, RLU), wurden nach Hinter-
grundkorrektur iiber einen Zeitraum von 10 sec integriert und auf die Gesamtproteinmenge
der Zellmasse bezogen. Das Gesamtprotein wurde zuvor mittels eines Standard Protein
Assays (Methode nach Biorad) bestimmt.

Bestimmung der Transfektionseffizienz iiber die Expression der Metridialuziferase

Erste in vitro Sprithversuche wurden mit einer Mischung aus 1-PEI/pMetLuc und
1-PEI/pIRES-Luc-tPA Polyplexen durchgefithrt. Das pMetLuc Plasmid kodiert fiir ein von
der Zelle sezerniertes Luziferase-Enzym, die Metridialuziferase, und ermoglichte daher die
Messung der Gentransfereffizienz iiber die Enzymexpression im Uberstand der Proben.
Diese Luziferase katalysiert die oxidative Decarboxylierung des Luziferins, in diesem Fall
des Coelenterazins, unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenlénge von 482 nm.
Zu ausgewihlten Probenzeitpunkten wurden Proben mittels Ready-To-Glow Automation
Kit (Clontech, A Takara Bio Company, Frankreich) untersucht, indem diese auf Eis aufge-
taut und die Lichtemission tiber einen Zeitraum von 5 sec ohne vorheriges Verdiinnen ge-
miB den Angaben des Herstellers in einem Plattenreader (Wallac Victor”/ 1420 Mulitlabel
Counter, PerkinElmer Inc., USA) vermessen wurden. Vor Zugabe des Substrats wurde der
Hintergrund ebenfalls tiber den Zeitraum von 5 sec bestimmt, so dass die Luziferaseaktivi-
tat (RLU Werte) nach Hintergrundkorrektur {iber einen Zeitraum von 10 sec integriert und
die jeweiligen Negativkontrollen von den Werten subtrahiert werden konnten. Unbehan-
delte Zellen dienten dabei als Negativkontrolle flir die Bolusgabe (Einmalapplikation der
kompletten pDNA Menge in Wasser fiir Injektionszwecke) und unbeladene Filme wurden
als Negativkontrolle flir die Matrixsysteme verwendet.
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Bestimmung der Gesamtgewebeplasminogen Konzentration mittels ELISA

Als Zusatz zur Bestimmung der Luziferaseaktivitit wurde die Gesamtgewebeplasminogen-
Konzentration in ausgew#hlten Proben mittels ELISA (Human tPA Total Antigenassays,
Innovative Research, Dunn Labortechnik GmbH, Deutschland) im Uberstand der Zellen
bestimmt, wobei mit dem eingesetzten Assay neben freiem und somit aktivem tPA auch
die latente und an den Inhibitor gebundene Form detektiert wurde. Da es sich um Uber-
stinde aus der Zellkultur handelte, wurde der Standard analog den Proben in Zellkulturme-
dium der verwendeten Zellen ohne FCS verdiinnt. Die Positivkontrolle (Bolusgabe) wurde
wie folgt verdiinnt: 1:50 (48 h, 9 d), 1:10 (16, 23 und 29 d). Die Proben aus dem inneren
Kompartiment wurden aufgefiillt (30 pl Probe ad 100 pl), wohingegen die Proben aus dem
duBeren Kompartiment unverdiinnt analysiert wurden. Der Assay wurde geméf} den Anga-
ben des Herstellers durchgefiihrt und die Absorption bei 450 nm iiber einen Zeitraum von
0,1 sec in einem Plattenreader (Wallac Victor?/ 1420 Mulitlabel Counter, PerkinElmer Inc., |
USA) gemessen. Die Standardkurve ist in Figur 14 dargestellt. Die Negativkontrollen wur-
den wie oben beschrieben verwendet.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Nach Beendigung des Sprithversuchs wurde das Medium entnommen und die in der Matrix
verbliebene Plasmid-DNA mit Propidiumiodid angefiérbt. Hierzu wurde die Matrix mit
Propidiumiodid in einer 1:10 Verdiinnung in PBS 10 min bei RT inkubiert, vor der Auf-
nahme erneut mit PBS gewaschen und mit einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert 135,
Carl Zeiss, Jena, 10x Objektiv) Bilder aufgenommen. Die Anregung von Propidiumiodid
erfolgte bei 470+20 nm, wohingegen die Emission bei 540£25 nm detektiert wurde. Fiir
die Auswertung wurde die Software Axiovision LE 4.5 verwendet und mit einem Alexa
560nm Filter bei Brightfield analysiert.

Beispiel 4

Kotransfektion von siRNA und Plasmid-DNA und Bestimmung des tPA/PAI-1-Verhiltnis
mittels Western Blot

Die Transfektion erfolgte wie oben in 24-Well-Platten mit einigen Besonderheiten. Es
wurden jeweils 750 ng Plasmid-DNA und 30 pmol siRNA komplexiert mit I-PEI bei einem
N/P-Verhiltnis von 10 (bezogen auf die Plasmid-DNA Menge) eingesetzt. Der Wechsel
des Mediums erfolgte nach 6 h. Die Proteine, der gewebespezifische Plasminogenaktivator
und der Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), wurden nach der Transfektion mit-
tels Western Blot analysiert. Da es sich um sezernierte Proteine handelte, konnten diese im
Uberstand der Zellen nachgewiesen werden, so dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten je-
weils 20 pl des Uberstands der Zellen entnommen, die Proben pro Ansatz (n=3) gepoolt
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und bei 14.000 rcf und 4 °C fur 10 min zentrifugiert wurden, um tote Zellen abzutrennen.

Die Proben wurden stets auf Eis gelagert und bis zur endgiiltigen Analyse bei -20 °C ein-
gefroren.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte entsprechend ihrer Molmasse mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Um Sekundér- und Tertidrstrukturen der
Proteine zu zerstdren, wurden die Ansidtze (3,75 ul Probe, 15 pl 4x Aufiragspuffer
(130mM Tris/HCI pH 7.4, 20 % Glycin, 10 % SDS, 0,06 % Bromphenolblau, 4 % DTT) ad
60 pl Wasser flir Injektionszwecke) zuvor fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Jeweils 20 pl
davon wurden mittels Elektrophorese auf einem 7,5 %igen Tris-HCl Gel (Bio-Rad Labora-
tories GmbH, Deutschland) aufgetrennt und mittels Elektrotransfer (1 h, 200 mA, Trans-
ferpuffer) auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran iibertragen. Nach dem Blot-
ten wurde die Membran zum Zwecke der Inkubation mit verschiedenen Primérantikdrpern
bei 50 Da geschnitten (Gréfenstandard, Precision Plus Protein Standards) und unspezifi-
sche Proteinbindungsstellen in einem Absittigungspuffer (5 % Milchpulver in 20mM
Tris/HCI pH 7.4, 137mM NaCl, 0,1 % Tween20) fiir 1 h bei RT unter leichtem Schiitteln
blockiert. Die Inkubation mit den Primérantikdrpern erfolgte iiber Nacht bei 4 °C unter
leichtem Schiitteln (Maus-Anti-alpha-Aktin 1:15.000 Chemicon, Deutschland; Maus-anti-
huPAI-1 monoklonal 1:200 American Diagnostics, Deutschland; Maus-anti-hutPA mo-
noklonal 1:400 Calbiochem, Deutschland in 1:10 verdiinntem Absittigungspuffer). Zur
Detektion wurde der sekundére AntikSrper (Ziege-anti-Maus HRP-konjugiert, Bio-Rad
Laboratories, Deutschland) in einer 1:10.000 Verdiinnung (tPA, PAI-1) beziehungsweise
in einer 1:20.000 Verdiinnung (Aktin) eingesetzt und die Membran fiir 1,5 h bei RT unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Anschlieend konnten die markierten Proteine mittels ECL-
Chemilumineszenz (Amersham Bioscience, USA) auf einem Film (Amersham Hyperfilm
ECL, GE Healthcare, Deutsch) detektiert und zur Quantifizierung mittels Image J Basics

Version 1.38 analysiert werden. Die Normalisierung erfolgte iiber die Aktinbande der un-
behandelten Zellen.

Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind, falls nichts anderes angeben, als Mittelwerte +Standardabweichungen
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe eines ungepaarten t-
Tests berechnet. Statistische Signifikanz wurde bei o= 0,05(*) beziehungsweise bei o=
0,01(**) angenommen.

Entscheidend flir die Auswahl eines geeigneten Losungsmittels waren i) die pharmazeuti-
sche Anwendbarkeit, ii) eine gute Gewebevertriglichkeit, iii) die Wassermischbarkeit und
iv) die Loslichkeit des Polymers im Losungsmittel. Auf Basis dieser Parameter wurden
einige Losungsmittel fiir ein weiteres Screening ausgewihlt.
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Ein weit verbreitetes Losungsmittel flir die Anwendung injizierbarer Depotsysteme ist Tet-
raglykol (Tetrahydrofurfurylalkohol-Polyethylenglykol), auch als Glykofurol bezeichnet
[28, 29]. Tetraglykol wird bereits seit den 60er Jahren als Losungsmittel fiir Parenteralia
(i.v., i.m.) in Konzentrationen bis 50 % (v/v) verwendet und zeigt in dieser Verdiinnung
eine geringe Toxizitat [30].

Glycerolformal ist ein geruchloses Losungsmittel mit ebenfalls geringer Toxizitit, das aus
einer Mischung aus 1,3-Dioxan-5-ol und 1,3-Dioxolan-4-methanol besteht [30] und ein
ausgezeichnetes Losungsmittel fiir zahlreiche Pharmazeutika und Kosmetika darstellt.
Heutzutage wird es vor allem in der Veterindrmedizin als Losungsmittel fiir Injektionen
verwendet. So ist Ivomec™ 0,27 % zur subkutanen Applikation in Schweinen zugelassen
und wird mit 0,1 ml/kg eingesetzt [31].

Fur Dimetylisosorbid (DMI) und Ethyl-lactat gibt es kaum Untersuchungen zur Vertrig-
lichkeit der Losungsmittel. Ethyl-lactat wird als parenteral applizierbares Vehike! fiir Ste-
roidformulierungen verwendend und gilt trotz GRAS-Nummer als relativ toxisch mit nar-
kotischer und leicht hdmolytischer Aktivitdt. DMI wird vorwiegend als Penetrationsver-
starker topisch angewendet, wobei ebenfalls eine geringe himolytische Aktivitiit beobach-
tet wurde [30, 34]. Ferner konnte in einer Studie von Matschke und Kollegen gezeigt wer-
den, dass Glycerolester bei guter Vertraglichkeit geeignete Losungsmittel fiir PLGA/PLA
Polymere darstellen [33]. Getestet wurde in diesem Zusammenhang Triacetin, ein kurzket-
tiges Triglycerid mit geringer Toxizitét [35, 36], das bereits zuvor als Alternative zu NMP
and DMSO fiir in situ gebildete Depotarzneiformen beschrieben wurde [29, 37-39]

Bestimmung der Filmgiite in Abhéngigkeit vom verwendeten Losungsmittel

Die entscheidende Voraussetzung fiir die Ausbildung eines in situ gebildeten Depotsys-
tems ist die Loslichkeit des Polymers im Losungsmittel. In der Literatur werden fir in situ
gebildete Systeme auf PLGA-Basis Loslichkeiten von mindestens 10 % (m/v) vorausge-
setzt [40]. Loslichkeitsdaten in klassischen Losungsmitteln wie NMP und DMSO, aber
auch in Ethyl-lactat wurden bereits fiir unterschiedliche PLGA Polymere erhoben [41]. In
diesen Studien zeigte sich, dass die Loslichkeit der Polymere mit steigender Molmasse
abnahm. Ferner korrelierte die fiir eine in sifu Prizipitation notwendige Wassermenge mit
der Loslichkeit des Polymers im verwendeten Losungsmittel. Je besser die Loslichkeit des
Polymers im verwendeten Losungsmittel war, desto mehr Wasser wurde fiir die Ausbil-

dung der Depotmatrix benétigt. Im Gegensatz dazu nahm die notwendige Wassermenge
mit steigendem Polymeranteil ab.

Erste Formulierungs- und Loslichkeitsversuche wurden unter Verwendung des Modellpo-
lymers Resomer®RG 503 H durchgefiihrt. Zur besseren Visualisierung wurde die Wasser-
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phase mit dem blauen Farbstoff Brillantblau angefirbt. Fiir alle getesteten Lésungsmittel
lieB sich eine 10 %ige (m/v) Polymerlésung herstellen, allerdings zeigten die Filme bereits
visuell deutliche Unterschiede beziiglich Festigkeit, Homogenitit und Einbau der wéssri-
gen Phase in die Matrix. Die Ergebnisse sind in Figur 4 dargestellt. Wie zu sehen ist, konn-
te unter Verwendung von Triacetin als Losungsmittel kein homogener Film erzielt werden,
sondern es bildete sich eine W/O Emulsion aus, die deutlich erkennbar ist. Alle anderen
Losungsmittel fiihrten zur Ausbildung eines Films, wobei der Einbau der wissrigen Phase
deutlich variierte. Anhand der Einfirbung der Matrix nahm der Einbau der wissrigen Pha-

se in folgender Reihenfolge ab: Triacetin < Ethyl-lactat < < Tetraglykol < Gylcerolformal
~DMI.

Vergleicht man in Figur 4 den Einbau der wissrigen Phase in die Polymermatrix mit den
LogP-Werten der einzelnen Losungsmittel, so wird eine Abhéngigkeit der Filmgiite, die
durch einen geringen Verlust an Polymer im Uberstand charakterisiert ist, von der Wasser-
16slichkeit der verwendeten Losungsmittel deutlich. Es ist davon auszugehen, dass Triace-
tin und Ethyl-lactat als lipophile Losungsmittel (XlogP>0) eine geringere Wassermisch-
barkeit als die anderen Losungsmittel aufweisen und dadurch die schlechte Filmgiite der
Matrix erkldrt werden kann. Diese Losungsmittel kommen daher nur zur Losung sehr li-
pophiler PLGA-Polymere inbetracht. Ggf. ist eine Mischung von L&sungsmitteln geeigne-
ter. Wahrend mit dem verwendeten Versuchsaufbau unter Verwendung von Triacetin kein
Sprithfilm erzeugt werden konnte, fithrte Ethyl-lactat zu einer sehr inhomogenen, 16chrigen
Filmstruktur, in die nur sehr wenig Farbstoff eingebaut werden konnte. Im Gegensatz dazu
bildeten sich bei Verwendung von Glycerolformal, DMI oder Tetraglykol in situ Filme

aus. Aus diesem Grund sind, falls moglich solche Losungsmittel mit einem XlogP-Wert
von kleiner 0 bevorzugt.

Um die Filmgiite besser beurteilen zu kénnen, wurde in Sprithversuchen die Menge an
Polymer im Uberstand (Verlust) und im Prizipitat (Implantat) durch Riickwaage der ge-
trockneten Matrix quantifiziert. Trigt man nun den Verteilungskoeffizient P der Losungs-
mitte] gegen die Matrixgiite auf, wie in Figur 4B dargestellt, so ergibt sich eine lineare
Abhingigkeit der Filmglite von der Wassermischbarkeit des Losungsmittels. Die Graphik
zeigt deutlich, dass die Matrixbildung mit steigender Wassermischbarkeit der Losungsmit-
tel verbessert werden konnte, wobei mit einem P-Wert<0,25 circa 80 % der eingesetzten
Polymermenge in die Matrix eingebaut wurden.

Fiir die weiteren Versuche wurden unterschiedliche Polymere in Kombination mit den L6-
sungsmitteln Glycerolformal, DMI und Tetraglykol getestet. Triacetin wurde aufgrund der
schlechten Filmbildung und Ethyl-lactat aufgrund von Instabilititen und einer 16chrigen,

inhomogenen Filmstruktur und wegen seiner starken hidmolytischen Aktivitét nicht weiter
untersucht.
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Gewebevertridglichkeit der Ldsungsmittel

Untersucht wurde weiterhin der Einfluss des Losungsmittels auf die metabolische Zellvia-
bilitét {iber einen Zeitraum von 11 Stunden. Diese wird iiber den ATP-Wert der Zellen, ein
Maf fur die Viabilitét, bestimmt. Bei akuter Toxizitét von Substanzen sinkt der Wert rapi-
de und ermdoglicht somit eine Abschdtzung der Gewebevertriglichkeit der Lsungsmittel.
In Figur S sind die aus den Versuchen berechneten LDso-Werte fiir alle getesteten Lo-
sungsmittel in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit dargestellt.

Die Vertrdglichkeit der Losungsmittel nahm dabei in folgender Reihenfolge ab: Glycerol-
formal > > DMI > Tetraglykol. Glycerolformal wies mit einem LDso-Wert von circa 1 g/ml
bei einer Inkubationszeit unter 6 h von den getesteten Losungsmitteln die geringste Toxizi-
tat auf. Im Vergleich zu DMI und Tetraglykol bedeutete dies eine 220-fach beziehungs-
weise 400-fach bessere Vertrdglichkeit nach Versuchsende.

Beispiel 5

Untersuchung von Biomaterialien

Als Biomaterialien wurden bioabbaubare Copolymere aus Milchsdure und Glykolséure,
Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) Polymere, der Firma Boehringer Ingelheim un-
tersucht (Handelsname Resomer RG®), die von der FDA bereits zur parenteralen Applika-
tion zugelassen sind.

Matrixgiite in Abhingigkeit vom ausgewihlten Polymer

Wie oben beschrieben variierte der prozentuale Polymeranteil, der in den Film eingebaut
werden kann, in Abhéngigkeit der Wasserldslichkeit des verwendeten Ldsungsmittels.
Analog dazu sollte die Matrixgiite unter Verwendung verschiedener Polymere néher be-
trachtet werden. Da sich Tetraglykol fiir die getesteten Polymere nicht eindampfen lie§3,
liegen flir dieses Losungsmittel keine Daten vor. Figur 2 zeigt die Ergebnisse fiir Polymere
mit einer Zusammensetzung von (a) PLA/PGA 50:50 mit freien Sduregruppen (H-Serie)
und (b) PLA/PGA 75:25 mit veresterten Endgruppen (S-Serie). Letztere sind aufgrund des
hoheren Anteils an Milchsdure und den veresterten Endgruppen lipophiler als die H-Serie.

Die Graphiken verdeutlichen, dass mit htherer Molmasse der Polymere in beiden Serien
eine gréflere Menge an Polymer in die Matrix eingebaut werden konnte. Dieser Effekt war
signifikant fir DMI in der H-Serie und flir beide Losungsmittel in der S-Serie, wobei unter
Verwendung von Glycerolformal und Resomer® RG 755 S nahezu 100 % der eingesetzten
Polymermenge die Matrix ausbildete (97,6+0,6 %).
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Vergleicht man die Polymerserien in Kombination mit den getesteten Lésungsmitteln mit-
einander, so zeigte Glycerolformal mit der S-Serie einen um 20 % geringeren Verlust an
eingesetzter Polymermenge verglichen mit der H-Serie und verglichen mit DMI in beiden
Polymerserien. Erkldrbar sind diese Ergebnisse erneut durch die unterschiedliche Wasser-
mischbarkeit der beiden Losungsmittel, die zu einer unterschiedlichen Loslichkeit der Po-
lymere im Losungsmittel fithrte und die Kinetik der Filmbildung mafigeblich beeinflusste.
Wihrend sich beide Serien sehr gut in DMI I6sen lieflen, konnte die S-Serie im Vergleich
zur H-Serie nur schwer in Glycerolformal in Losung gebracht werden. Letztere zeigte star-
kes Quellverhalten. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei der S-Serie in Glycerol-
formal um ein System nahe der Lgslichkeitsgrenze handelte. Kombiniert mit der guten

Wassermischbarkeit von Glycerolformal war eine schnelle und vollstindige Filmbildung
die Folge.

Viskoelastische Eigenschaften in situ gebildeter Filme

In einem dynamischen Scherexperiment wurden die viskoelastischen Eigenschaften der
Filme untersucht. Hierzu wurde eine oszillierende Scherspannung mit einer definierten
Amplitude und Frequenz an die Probe angelegt und die resultierende Scherverformung
ermittelt, die ebenfalls durch Amplitude und Frequenz, auch Phasenverschiebung genannt,
charakterisiert ist. Diese beiden Antwortgréfen kénnen anschlieBend mathematisch in das
Speichermodul G* und das Verlustmodul G'* umgeformt werden, wobei das Speichermo-
dul den gespeicherten und somit wiederverwertbaren Anteil der eingebrachten Bewegungs-
beziehungsweise Verformungsenergie kennzeichnet (elastischer Anteil) und das Verlust-
modul ein MaB fiir die pro Schwingung in Wirme abgegebene Energie und somit den ver-
lorenen Anteil darstellt (viskoser Anteil). In Figur 3 sind beide Module bei einer Anre-
gungsfrequenz von 1Hz fiir unterschiedliche Filme der H-Serie dargestellt.

Vergleicht man den elastischen und den viskosen Anteil beider Filme miteinander, so er-
kennt man eine unterschiedliche Sensitivitét der viskoelastischen Eigenschaften gegeniiber
den verschiedenen Lgsungsmitteln. Wahrend sich im Falle der 502 H-Filme die viskoe-
lastischen Eigenschaften durch die Wahl des geeigneten Losungsmittels recht breit einstel-
len lieBen (maximaler Faktor: 29 (G") beziehungsweise 22 (G'")), zeigten 504 H-Filme ein
vom verwendeten Losungsmittel unabhéngiges rheologisches Verhalten. Letztere wiesen
dabei mit 2-4 kPa eine mechanische Festigkeit vergleichbar mit Muskelfasern (8 -17 kPa)
auf [46] und waren mit einem Verlustfaktor (G'/G"*)>1 vorwiegend elastisch dominiert, so
dass sich diese Filme im Versuch ghnlich einem Festkorper verhielten. Einzige Ausnahme
stellte DMI dar, dessen in sifu Filme mit einem Verlustfaktor von 0,85 viskos dominiert
waren. Mit einer Dicke von > 500 um waren diese Filme im Vergleich zu den Resomer™
RG 502 H-Filmen relativ dick (DMI: 500 pm, Glycerolformal: 600 um, Tetraglykol:
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800 pm). Letztere spreiteten auf der Platte des Rheometers und zeigten eine Dicke von
lediglich 300 um unabhéingig vom verwendeten Losungsmittel.

Alle auf Resomer® RG 502 H basierenden Filme verhielten sich mit einem Verlustfaktor<1
gelartig, wobei deutliche Unterschiede in der Festigkeit zwischen den Losungsmitteln zu
erkennen waren. Lediglich bei Verwendung von Tetraglykol konnte eine dem Resomer®™
RG 504 H vergleichbare Festigkeit der Filme bei einem Verlustfaktor von 0,79 erzielt wer-
den. DMI und Glycerolformal waren mit einer Festigkeit von 130 beziehungsweise 900 Pa

nicht anndhernd vergleichbar und zeigten stark viskos dominiertes Verhalten (Verlustfak-
tor>0,5).

Beispiel 6

Formulierung in situ gebildeter Filme

Basierend auf den Erfahrungen aus den bereits durchgefiihrten Sprithversuchen wurde eine
Formulierung bestehend aus i) PLGA Polymer, geldst in einem der drei bereits verwende-
ten Losungsmittel, ii) wassriger Phase und iii) Plasmid-DNA als Modellwirkstoff entwi-
ckelt. Theoretisch konnte die Plasmid DNA sowohl in "nackter” als auch in komplexierter
Form in die Matrix eingebaut werden. Da "nackte" Plasmid-DNA Zellen allerdings nur
sehr ineffizient transfiziert, wurde die Plasmid-DNA vor der Einbettung in den Film mit I-
PEI komplexiert (N/P-Verhiltnis 10) und als nanoskalige Polyplexe in die Matrix einge-
baut. Dadurch konnte diese zusétzlich vor einem pH-Abfall innerhalb der Matrix geschiitzt
werden, der wihrend des Abbaus der Polymerstruktur durch die Freisetzung von Polymer-
Monomeren innerhalb der Matrix entsteht und generell ein Problem fiir empfindliche Mak-
romolekiile darstellt [47].

Der Einbau der Polyplexe in die Matrix konnte geldst in der wissrigen Phase [44] oder
dispergiert in der PLGA-Losung [28, 45] erfolgen. Allerdings hatte sich in Vorversuchen
am Beispiel von PLGA/Tetraglykol-Systemen gezeigt, dass bereits eine direkte Zugabe
kleiner Wassermengen (etwa 5 %) eine Prézipitation des Polymers verursachen konnte. Bei
hohen Beladungen des Sprithfilms war daher der Einsatz hochkonzentrierter Plasmid-DNA
Losungen erforderlich, die allerdings eine geringe Stabilitdt aufweisen und zur Aggregat-
bildung neigen. Es war daher vorteilhaft die Polyplexe als Lyophilisat analog zu Protein-
formulierungen [28, 45] in der PLGA-L&sung zu dispergieren oder vor Gebrauch in der
wissrigen Phase zu resuspendieren. Grundsitzlich waren die Formulierungen wie folgt
aufgebaut:

1) Lipophile Phase (1 ml): 10 % (m/v) PLGA Polymer in Glycerolformal, Tetra-

glykol oder DMI (Resomer® RG 502 H, 504 H)
2) Hydrophile Phase (1 ml): Wasser fiir Injektionszwecke
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3) Wirkstoffkomponente: lyophilisierte Polyplexe resuspendiert in der lipophilen
oder hydrophilen Phase

Herstellung pulverformiger Polyplexe

Die Gefriertrocknung ist in der Pharmaindustrie eines der Standardverfahren zur Stabilisie-
rung von Formulierungen wihrend der Lagerung. Durch Einschluss der Molekiile in eine
Hilfsstoffmatrix konnen Formulierungen dabei wahrend der Trocknung stabilisiert werden,
wobei je nach Trocknungsphase unterschiedliche Protektoren verwendet werden koénnen.
So verhindern Kryoprotektoren das Auskristallisieren der Losung wihrend des Einfrierens.
Das System erstarrt als unterkiihlte Schmelze ohne vollstindige Phasentrennung (erstarrte
Flussigkeit, Glas). Im Gegensatz dazu bieten Lyoprotektoren Schutz im weiteren Verlauf

der Trocknung, indem Sie unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken die Bindungen des
Wirkstoffes zum Wasser ersetzen.

Polyplexe lassen sich unter Zusatz von Kryoprotektoren sowie Lyoprotektoren ebenfalls
lyophilisieren, so dass eine Aggregatbildung nach der Resuspendierung verhindert werden
kann [48, 49]. Als Lyophilisat kénnen Polyplexe besser gelagert [48] und eine Aufkonzent-
rierung der Ldsung bis zu einer Plasmid-DNA Konzentration von 1 mg/ml ermdglicht
werden [50]. Zucker wie beispielsweise Saccharose oder Trehalose fungieren als Lyo- und
Kryoprotektoren und haben sich zur Stabilisierung von Polyplexen als geeignet erwiesen
[48, 49]. Wasserlosliche Substanzen wie diese kénnen ferner die Freisetzung makromole-
kularer Wirkstoffe aus in situ geformten PLGA basierten Filmen beschleunigen. Wéhrend
der Matrixbildung bilden sich durch Auflosung dieser Substanzen wassergefiilite Poren
aus, durch die der Wirkstoff anschlieflend aus der Matrix diffundieren kann. Ein dhnlicher
Effekt wurde fiir eine hohe Beladung der Matrix beschrieben [27, 33].

Getestet wurden verschiedene Zucker in standardméBig eingesetzten Konzentrationen [48,
49]. Die Polyplexe, basierend auf 1-PEI, wurden nach der Gefriertrocknung ohne vorherige
Homogenisierung in Wasser fiir Injektionszwecke resuspendiert und deren Transfektion-
seffizienz auf humanen Bronchialepithelzellen getestet. Gute Transfektionsraten wurden in
den eingesetzten Konzentrationen mit Disaccharid Saccharose mit einer 10-fachen Effi-
zienzsteigerung gegeniiber frisch hergestellten Polyplexen erzielt. Die Ergebnisse sind in
Figur 15 gezeigt. Vergleichbare Werte wurden bereits von Talsma und Kollegen beschrie-
ben [48], wobei osmotische Effekte, die zu einer gesteigerten Aufnahme der Partikel in die
Zelle fithren kdnnten, erst ab einer 2-fachen Aufkonzentrierung zu erwarten sind [50]. Par-
tikelgroBenmessungen ergaben allerdings, dass es nach der Gefriertrocknung zu einer
leichten Zunahme der Partikelgrofe kam. Frisch hergestellte Partikel wiesen eine Partikel-
groBe von ~100 nm auf, wohingegen je nach verwendetem Dispergiermedium die Partikel
nach der Gefriertrocknung bei einem PI< 0,2 auf 200-300 nm anwuchsen.
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Um die pulverformigen Polyplexe dosieren und in die Formulierung einarbeiten zu kén-
nen, sollten diese nach der Lyophilisation im Morser homogenisiert und mittels Ultra-
Turrax (UT) oder Glashomogenisator (H) in der PLGA-Losung dispergiert werden. Die
Stabilitdt der Polyplexe nach Homogenisierung und anschlielender Resuspendierung in
Wasser fiir Injektionszwecke wurde mittels Transfektionsversuche und Agarosegele-
lektrophorese untersucht. Die Ergebnisse der Versuche auf Lungenzelllinien zeigten keine
Veranderungen in der Transfektionseffizienz durch Homogenisierung (Figur 15B). Eine
Kontrolle der Topologie der Plasmid-DNA unter Zusatz von Heparansulfat ergab ebenfalls

keinen Unterschied zwischen den lyophilisierten Polyplexen in Wasser fiir Injektions-
zwecke (Figur 7).

Sowohl die in Wasser fur Injektionszwecke resuspendierten Proben (unbehandelt) als auch
jene Polyplexe, die vor der Resuspendierung vorhomogenisiert wurden (gemorsert), zeig-
ten vergleichbare Bandenmuster flir alle drei Dispergierungsmethoden (UT, Homogenisa-
tor, gelost). Im Vergleich zur Kontrolle, unkomplexierter Plasmid-DNA, wurde in allen
Fillen eine leichte Zunahme der relaxierten Form beobachtet. Ein Abbau der Plasmid-
DNA war fiir Wasser flir Injektionszwecke nicht zu erkennen.

Beispielhaft fiir die Losungsmittel ist Glycerolformal dargestellt. Es ergaben sich keine
Unterschiede im Bandenmuster zwischen unbehandelten oder vorhomogenisierten Proben
sowie gegeniiber der Wasserkontrolle. Unter Verwendung des Homogenisators als Disper-
gierungsmethode konnte ebenfalls keine Verdnderung beobachtet werden. Im Falle des
Ultra-Turrax verblieb die pDNA vorwiegend komplexiert in den Taschen des Gels, wobei
fur unbehandelte Proben zwei sehr schwache Banden vergleichbar mit den anderen Proben
erkennbar waren. Allerdings ist anzumerken, dass bei Einsatz gleicher Mengen an Hepa-
ransulfat generell unter dem Einfluss von Glycerolformal groBere Mengen an pDNA kom-
plexiert in den Taschen verblieb. Fiir die homogenisierten UT-Proben war ein leichter
Schmier im Gel zu erkennen, eine Zerstorung der Plasmid-DNA in Form von Fragmenten
konnte allerdings auch hier nicht beobachtet werden.

Beispiel 7

Bestimmung der Freisetzungskinetik formulierter Plasmid-DNA Polyplexe

Die Wirkstofffreisetzung aus Implantaten kann prinzipiell durch i) Diffusion des Wirkstof-
fes aus der Polymermatrix (diffusionskontrolliert) oder ii) durch Erosion der Matrix (erosi-
onskontrolliert) erfolgen [51, 52]. Fiir die Freigabe von Wirkstoffen aus bulkerodierenden
Polymermatrices wie im Falle von PLGA- Systemen werden in Abhdngigkeit der Wirk-
stoffbeladung, der Molmasse des verwendeten Polymers, sowie der Polymerkonzentration
ein- oder zweiphasige Freigabeprofile beschrieben [53, 54].
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Zusétzlich kann es initial bis zur vollstindigen Prézipitation des Polymers zu einer Freiset-
zung des Wirkstoffes kommen. Die Freisetzungskinetik in situ gebildeter Filme wurde in
Abhingigkeit der Molmasse des Polymers, des verwendeten Losungsmittels und der Ein-
bettungsvariante untersucht. Folgende Kombinationen wurden getestet:

1. Lipophile Phase (Iml): Resomer® RG 502 H oder 504 H 10 %ig (m/v) geldst in
Glycerolformal, Tetraglykol oder DMI
2. Hydrophile Phase (1ml): Wasser fiir Injektionszwecke

3. Wirkstoffkomponente: lyophilisierte Polyplexe (I-PEI/pDNA) in homogenisierter
Form

Die Polyplexe wurden nach der Lyophilisation im Morser homogenisiert und entweder in
der hydrophilen Phase resuspendiert (Einbettungsvariante A) oder mittels Homogenisator
in der lipophilen PLGA- Lsung dispergiert (Einbettungsvariante B). Die Freisetzungspro-
file sind fiir Resomer® RG 502 H und 504 H unter Verwendung unterschiedlicher Lo-
sungsmittel fiir beide Einbettungsvarianten in Figur 6 dargestellt.

Es zeigen Diagramm (A): Resomer® RG 502 H, Polyplexe in hydrophiler Phase, Dia-
gramm (B): Resomer® RG 502 H, Polyplexe in lipophiler Phase, Diagramm (C): Resomer®™
RG 504 H, Polyplexe in hydrophiler Phase, Diagramm (D): Resomer® RG 504 H, Polyple-
xe in lipophiler Phase.

Betrachtet man zun#chst den Einbau der Polyplexe in den Film durch Losung in der hydro-
philen Phase, so zeigt sich ein deutlicher Einfluss der Molmassen der eingesetzten Polyme-
re und der verwendeten Losungsmittel auf die Freisetzungskinetik (Fig. 6 A, C). Ein Ein-
bau der Wirkstoffkomponente war unter Verwendung von DMI als Lésungsmittel in Kom-
bination mit dem kurzkettigen Polymer Resomer® RG 502 H nicht moglich (Fig. 6A).
Wihrend der Prézipitation des Polymers wurden bereits 100 % der Polyplexe freigesetzt.
Unter Verwendung des langerkettigen Polymers, dem Resomer® RG 504 H, erreichte man
hingegen einen typischen zweiphasigen Freisetzungsverlauf. Dieser war aus einer zunichst
diffusionskontollierten Freisetzung (Phase 1, konkaves Freisetzungsprofil) gefolgt von
einer erosionskontrollierten Freisetzung (Phase 2, lineare Kinetik) zusammengesetzt (Fig.
6C). Auffillig war in diesem Zusammenhang, dass unter Verwendung von DMI in allen
Fillen die hochste initiale Freisetzung erreicht wurde, die je nach Einbettungsvariante und
Kettenldnge des Polymers von 10 % bis 100 % variierte.

Im Gegensatz dazu zeigte Glycerolformal eine geringe initiale, gefolgt von einer langsa-
men diffusionskontrollierten Freisetzung. Erst mit beginnender Erosion der Matrixerosion
wurde eine beschleunigte Freisetzung der Polyplexe beobachtet, die in Abhéingigkeit der
Kettenléinge der verwendeten Polymere nach 15 beziehungsweise 26 Tagen einsetzte. Fil-

me auf Basis von Tetraglykol zeigten hingegen nach moderater initialer Freisetzung von
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32 % (Resomer® RG 502 H) beziehungsweise 50 % (Resomer® RG 504 H) eine moderate
bis keine Freisetzung im beobachteten Zeitrahmen. Lediglich im Falle des lingerkettigen

Polymers kam es bedingt durch die Erosion der Matrix zu einer geringen Freisetzung nach
26 Tagen (Fig. 6C).

Wurden die Polyplexe hingegen in der lipophilen PLGA- Lésung dispergiert (Einbettungs-
variante B), waren die initialen Freisetzungsraten der Polyplexe, sowie die Diffusion aus
der Matrix fiir alle Polymer/Losungsmittel-Kombinationen reduziert und die Freisetzung
verlief hauptséchlich erosionskontrolliert (Fig. 6B, D). Die getesteten Losungsmittel zeig-
ten dabei ghnliche Freisetzungskurven mit unterschiedlich starker Retardierung, wobei die
Freisetzungsraten in folgender Reihenfolge zunahmen: Tetraglykol < < Glycerolformal <
DMI. Wihrend im Freisetzungsprofil fiir DMI und Glycerolformal deutlich kiirzere Erosi-
onsraten fiir das kurzkettige 502 H-Polymer gegeniiber dem langkettigen 504 H-Polymer
erkennbar waren (Tag 17 versus Tag 29), konnte im Falle von Tetraglykol aufgrund der
starken Retardierung der Matrix kein Unterschied zwischen den Polymeren (5,4 % versus
8,8 % kumulative Freisetzung nach 30 Tagen) beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigte DMI fiir alle Kombinationen aus lang -oder kurzkettigem Poly-
mer und den verschiedenen Einbettungsvarianten die schnellste Freisetzung. Eine kontinu-
ierliche Freisetzung bis zu 100 % Wirkstofffreisetzung konnte mit Resomer® RG 504 H
durch Einbau der Wirkstoffkomponente in die hydrophile Phase erzielt werden. Polyplexe,
die in Filmen auf Tetraglykol-Basis eingebaut wurden, zeigten keine diffusionskontrollier-
te Freisetzung. Uber den beobachteten Zeitraum konnte nach initialer Freisetzung zusétz-
lich maximal 14 % der pDNA Menge freigesetzt werden, wobei die initiale Freisetzung
zwischen 0 und 48 % variierte. Diese war im Falle von Einbettungsvariante A relativ hoch,
wohingegen bei Dispergierung der Polyplexe in der lipophilen Phase keine initiale Freiset-
zung beobachtet wurde. Filme auf Basis von Glycerolformal wiesen unabhiingig vom Ein-
bettungsverfahren eine geringe initiale Freisetzung auf, allerdings konnten die Polyplexe

auch bei Einsatz dieser Filme erst nach 23 Tagen durch Erosion der Matrix freigesetzt
werden.

Beispiel 8

Untersuchung der Transfektionseffizienz in vitro

Erste in vitro Freisetzungsprofile wurden wie oben beschrieben mit Hilfe des Reportergens
Luziferase bestimmt. Basierend auf diesen Daten und den Anforderungen an die Arznei-
form wurde das Polymer Resomer® RG 504 H in Kombination mit DMI als Losungsmittel
fir den Film ausgewshlt. Beide Wirkkomponenten sollten in Iyophilisierter Form in die
hydrophile Phase der Matrix eingebaut werden, wobei aus den Vorversuchen mit einer
initialen Wirkstofffreisetzung von 55 % zu rechnen war. Diese erscheint fiir den Einsatz im
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Bereich der postoperativen Adhésionen durchaus sinnvoll, um die akute Phase nach der
Operation (Tag 2-5) abzudecken [79-81], wobei eine unphysiologische Erhéhung der tPA-
Konzentration aufgrund einer erhdhten Blutungsneigung im Peritoneum vermieden werden
sollte. Alternativ wurde ein Film ohne initiale Freisetzung, aufgebaut aus Resomer® 504 H
und Glycerolformal, getestet. Auch hier wurden die Polyplexe in der hydrophilen Phase
gelost. Die Formulierungen wurden zunidchst in vifro unter Verwendung der Wirkkompo-
nente 1, die mit 1-PEI komplexiert und unter Zusatz von 10 % Saccharose lyophilisert wur-
de, untersucht. Als Kontrolle wurde in einer 1:1 Mischung zusitzlich das pMetLuc Plas-
mid, das fiir ein von der Zelle sezerniertes Luziferaseenzym kodiert, eingesetzt.

Fir die ir vitro Testung im Zellassay wurden Mesothelzellen (Met5A) auf Inserts ange-
ziichtet und der Polymerfilm anschlieSend auf die Zellschicht aufgespriiht. Die Verwen-
dung der Inserts ermoglichte die Aufteilung der Wells in ein Zweikammersystem mit dufie-
rem und innerem Kompartiment vergleichbar mit der Anatomie vor Ort im Peritoneum,
zwischen denen ein stidndiger Stoffaustausch méglich war, sodass die Zellen von der apika-
len und basolateralen Seite mit Medium versorgt werden konnten. Eine optische Kontrolle
der Zellmorphologie erfolgte iiber Lichtmikroskopie, war allerdings durch den aufgespriih-
ten Film erschwert. Die Expression des Reportergens Luziferase konnte durch Verwen-

dung der Inserts in beiden Kompartimenten iiber einen Zeitraum von 30 Tagen untersuchen
werden.

Dargestellt ist in Figur 10 das obere Kompartiment. Im Vergleich zur Bolusgabe, bei der
die gesamte Plasmid-DNA Dosis ohne Freisetzungssystem in Wasser flir Injektionszwecke
appliziert wurde, zeigten die in situ gebildeten Filme einen um den Faktor 10° bis 10* ge-
ringeren Spiegel an Luziferase. Der Verlauf der Genexpression erfolgte wie oben beschrie-
ben. In diesen Studien zur Freisetzungskinetik hatten Filme auf DMI-Basis eine initiale
Freisetzung von 56 % der eingesetzten pDNA Menge und im weiteren Verlauf eine Frei-
setzung von weiteren 38 % bis Tag 26 gezeigt. Diesem Freisetzungsprofil folgend wurde
fiir den Film auf DMI-Basis eine erhthte Genexpression bereits nach 2 Tagen beobachtet,
die nach weiteren 7 Tagen auf Basalwerte abfiel und bis zum Tag 23 erneut auf moderate
Werte anstieg. Im Gegensatz dazu verlief die Genexpression bei Verwendung von Glyce-
rolformal als Losungsmittel zweiphasig ohne initiale Freisetzung der Polyplexe. Nach ei-
nem ersten moderaten Anstieg der Expressionsrate innerhalb der ersten 10 Tage konnte ein
weiteres Maximum mit einer 2-fach gesteigerten Genexpression nach 23 Tagen detektiert

werden. Niedermolekulare Fragmente im Zellkulturmedium deuteten auf eine beginnende
Erosion hin.

Die tPA-Expression aus der Matrix bestehend aus Glycerolformal und Resomer® RG
504 H ist im Vergleich zur Einmalgabe und zu einem Film ohne Wirkstoffkomponente
(inaktiver Film) in Figur 10A dargestellt. Fiir die Einmalgabe der Wirkstoffkomponente
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ohne Depotsystem ergaben sich iiber den Zeitraum von 29 Tagen analog zur Luzifera-
seexpression sehr hohe Proteinspiegel, wobei eine 100 bis 40-fache Zunahme der tPA-
Konzentration gegeniiber den Basalwerten erzielt werden konnte. Ahnliche Konzentratio-
nen wurden nach intraperitonealer Gabe von rekombinantem tPA (Alteplase) im Plasma
erreicht [82]. Die Werte, die mit Hilfe der Matrixformulierung erreicht werden konnten,
erscheinen daher weit ndher an den physiologischen Bedingungen. Fiir Plasma und Perito-
nealfliissigkeit sind freie tPA-Antigen-Konzentrationen von 4 bis 6 ng/ml beschrieben [82-
84], wobei zusétzlich im Durchschnitt 1,3 ng/ml tPA an PAI-1 gebunden vorliegen [84].
Erstaunlich ist, dass schon durch Applikation des inaktiven Films die Werte leicht zunah-
men, wobei zu Beginn der Freisetzung eine 4-fache Steigerung durch den aktiven Film
(mit eingebetteter Wirkstoffkomponente) im Vergleich zum inaktiven erzielt werden konn-
te. Der Effekt nivellierte sich bis zum Tag 16 und die tPA-Spiegel sanken mit 2 ng/ml auf
Basalwerte ab. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass bis zum Tag 15 kaum mehr Po-
lyplexe aus der Matrix freigesetzt werden konnten (siche Kapitel 7.3). Zu Versuchsende

war diese nicht komplett erodiert, so dass eingebettete Polyplexe im Spriihfilm nachgewie-
sen werden konnten (Fig. 10 B).

Beispiel 9
Erhohung der Gewebe-Plasminogenkonzentration durch Koapplikation von siRNA und

pDNA

Die Steigerung der extrazelluldren tPA-Konzentration durch Applikation eines fiir tPA
kodierenden Plasmids konnte auf Mesothelzellen erfolgreich gezeigt werden. Inwiefern
eine Zunahme des tPA/PAI-1-Verhiltnisses durch gleichzeitige Applikation einer siRNA
gegen PAI-1 erzielt werden kann, wird im Folgenden untersucht werden.

Frithere Studien hatten gezeigt, dass 1-PEI vor allem fiir die in vivo Applikation von siRNA
und Plasmid-DNA gut geeignet ist [23]. Daher wurden pDNA/siRNA/I-PEI Polyplexe bei
einem N/P-Verhiltnis von 10 (bezogen auf die pDNA-Konzentration) in HBS hergestellt
und unterschiedliche siRNA Sequenzen gegen PAI-1 getestet. Das tPA/PAI-1-Verhiltnis
bei Applikation von unterschiedlichen pDNA/siRNA Kombinationen ist in Figur 11 darge-
stellt. Verwendet wurde die siRNA Sequenz, welche die PAI-1 Expression in Vorversu-
chen am effizientesten inhibierte (PAI-1 A), bei einer optimierten Konzentration von
0,12 uM. 48 h nach der Transfektion stieg das tPA/PAI-1-Verhiltnis bei Koapplikation
gegeniiber unbehandelten Zellen auf das 8-fache an, wobei durch Applikation von pDNA
alleine oder in Kombination mit einer nicht funktionellen siRNA (EGFP siRNA) lediglich
eine Steigerung um das 4- beziehungsweise 5-fache erzielt werden konnte. Unter Verwen-
dung eines Platzhalter-Plasmids (pUC) zeigte sich, dass die siRNA eine Erhohung des
tPA/PAI-1-Verhiltnisses um den Faktor 2 bewirkte.
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Beispiel 10

Die Entwicklung eines in situ gebildeten Films fiir die kontrollierte Freisetzung von Poly-
plexen erfolgte auf Basis eines Applikationssystems der Firma Baxter, wie in Figur 8 ge-
zeigt. Das Zweispritzensystem wurde dazu mit einer lipophilen Komponente (Spritze 1),
bestehend aus einem bioabbaubaren Polymer geldst in einem organischen Losungsmittel,
und einer wissrigen Komponente (Spritze 2), Wasser flir Injektionszwecke, beladen. Als
Wirkstoffkomponente wurden lyophilisierte pDNA/I-PEI Polyplexe eingesetzt. Diese
konnten anschlieflend in der lipophilen Phase dispergiert oder in der hydrophilen Phase

gelost werden. Beide Einbettungsvarianten wurden im Hinblick auf die Freisetzungskinetik
wie oben untersucht.

Beispiel 11
Glycerolformal zeigte im Zellviabilitétstest die beste Vertriglichkeit auf Mesothelzellen,
wobei 200 beziehungsweise 400-fach hdhere LDsp-Werte gegeniiber DMI und Tetraglykol
gemessen wurden. Diese lagen unter 6 h Inkubationszeit bei circa 1 g/ml, das heifit bei
einer Applikation von circa 780 ul reinem Glycerolformal sterben 50 % der Mesothelzel-
len ab. Literaturdaten geben nach i.v. Gabe in Nagern flir DMI und Glycerolformal ver-
gleichbare LDso-Werte an, wohingegen Tetraglykol um den Faktor 2-3 toxischer ist. Nach
Herstellerangaben zu Ivomec®, einem Tierarzneimittel gegen Parasiten, ist eine LDsp von
4-4.8 g/kg Koérpergewicht (Maus) bei i.v. Applikation einer 50 %igen Glycerolformalld-
sung zu entnehmen. Ahnliches beschreibt die EMA in einem Abschlussbericht des Komi-
tees fiir Veterindrprodukte [85]. Die akute Toxizitdt nach i.v. Gabe von DMI unterscheidet
sich von Glycerolformal nur kaum. Mit einer LDsy von 5,4 g/kg Korpergewicht (Ratte) bei
Applikation von 40 % DMI in isotonischer Kochsalzlsung (v/v) und einer LDsy von
6,9 g/kg Korpergewicht (Maus) bei Applikation einer 20 %igen Losung scheint DMI nach
i.v. Gabe noch besser vertriglich. Tetraglykol wird als Losungsmittel fiir Parenteralia (i.v.,
i.m.) bereits seit den 60er Jahren in Konzentrationen bis 50 % (v/v) verwendet und ist in
dieser Verdiinnung als nicht reizend eingestuft. Die LDsg nach i.v. Gabe ohne Verdiinnung

liegt mit 3,8 g/kg Korpergewicht (Maus) niedriger als fiir die beiden anderen Losungsmit-
tel beschrieben [86].
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Anspriiche
1. Spriihsystem zur Erzeugung einer in-situ gebildeten Matrix, das

a) mindestens eine lipophile Komponente, die mindestens ein auf Glycolsdure
und Milchsdure basierendes Polymer und mindestens ein biokompatibles Lo-
sungsmittel mit einem XlogP3-Wert von kleiner 0,2 enthilt, und

b)  mindestens eine hydrophile Komponente aufweist,

wobei die mindestens zwei Komponenten vor der Anwendung getrennt voneinander
vorliegen und erst zum oder beim Sprithen gemischt werden, wobei die Komponen-
ten beim Aufsprithen auf menschliches Gewebe einen Film bilden.

2. Sprithsystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es zusitzlich einen
Wirkstoff enthilt, der in einer der beiden Komponenten oder in beiden Komponenten
geldst und/oder dispergiert vorliegt.

3. Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die lipophile Komponente ein PLGA-Polymer und ein biokompatibles Lo-
sungsmittel fiir das PLGA-Polymer enthilt.

4.  Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das biokompatible Losungsmittel einen XlogP3-Wert von 0,2 bis -1,0 hat.

5. Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das biokompatible Losungsmittel ausgewdhlt ist aus Tetraglycol, Dimethyliso-
sorbid und/oder Glycerolformal.

6.  Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Losungsmittel eine LDso von mindestens 1 mg/ml hat.

7.  Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polymer ein Poly(D,L-lactide-co-glycolide)polymer ist, bei dem das Ver-
héltnis von Lactid zu Glycolid zwischen 25:75 und 75:25 liegt; und/oder dass das Po-
lymer ein PLGA mit einer intrinsischen Viskositdtszahl von 0,16 bis 0,70 dl/g ist;
und/oder dass das PLGA-Polymer eine Molmasse, gemessen iiber Gelpermeati-
onschromatographie, von 10 bis 63 kDa aufweist.

8.  Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass PLGA und biokompatibles Losungsmittel so ausgew#hlt werden, dass 5 bis 60
Teile PLGA pro 100 Teile Losungsmittel geldst werden.

9. Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass die hydrophile Komponente Wasser ist, gegebenenfalls mit darin geldstem oder
dispergiertem Wirkstoff.
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Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass der nach dem Aufsprithen gebildete Film eine Abbauzeit am aufgebrachten Ort
von 2 bis 6 Wochen hat.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Wirkstoff mindestens eine Nucleinsdure enthilt, wobei die Nucleinsdure be-
vorzugt RNA, DNA, mRNA, siRNA, miRNA, piRNA, shRNA, Antisense-

Nucleinsdure, Aptamer, Ribozym, katalytische DNA und/oder eine Mischung der
Vorhergehenden ist.

Sprithsystem nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass

eine Nucleinsdure enthalten ist, die einen fibrinolytischen Faktor, bevorzugt tPA co-
diert.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Wirkstoff ein den Plasminogenaktivatorinhibitor hemmendes Mittel enthilt.

Sprithsystem nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dass das
den PAI hemmende Mittel eine siRNA ist.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Nucleinsdure komplexiert mit einem Trigermittel vorliegt; wobei das Tri-
germittel bevorzugt ein Trigermittel mit positiv geladenen Gruppen ist, besonders
bevorzugt Polyethylenimin.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass der gebildete Film eine zweiphasige Freisetzungskinetik aufweist.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass Polyplexe mit einem N/P-Verhéltnis von 1 bis 10 enthalten sind.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass tPA codierende DNA und PAl-Inhibitor in einem Verhiltnis von 5:1 bis 1:5
enthalten sind.

Sprithsystem nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur Verwendung zur Ap-
plikation auf Peritoneum, insbesondere zur Verwendung zur Verhiitung von chirurgi-
schen Adhésionen und Vernarbungen.
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