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Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln unter Einsatz einer dualen

asymmetrischen Zentrifuge

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln
mit Hilfe einer dualen asymmetrischen Zentrifuge, durch dieses Verfahren
hergestellte Produkte, Kits zur Herstellung solcher Nanopartikel mittels dualer

asymmetrischer Zentrifuge, sowie Zubehdr zur Durchfiihrung des Verfahrens.

Hintergrund der Erfindung

Lipidbasierte Nanopartikel wie z. B. Liposomen, Nano- und Mikroemulsionen, SLN
(feste Lipidnanopartikel), Nanokapseln, Nanosphédren und Lipoplexe sind wichtige
Hilfsmittel flr eine Vielzahl von technischen Prozessen und medizinischen

Anwendungen.

Liposomen sind sphérische Gebilde, die aus Lipiden aufgebaut sind. In wéasserigen
Lésungen entstehen Liposomen durch Selbstaggregation dieser Lipide, wobei sich

eine Lipiddoppelschicht bildet, die einen wéasserigen Innenraum einschliet.

In Abhéangigkeit von physikalischen Parametern wie mechanischen Einfllissen,
Druck, Temperatur und der lonenkonzentration sowie der vorhandenen Lipide und
Zusatzstoffe, bilden sich unilamellare, oligolamellare oder multilamellare
Liposomen. Die Liposomen kénnen abhangig von ihren Bestandteilen eine positive

oder negative Uberschussladung tragen.

Liposomen kénnen auch mit Substanzen beladen werden, die je nach Lipophilie
oder Hydrophilie Gberwiegend in der Lipidschicht oder lGberwiegend im wasserigen
Innenraum der Liposomen eingeschlossen sind. Derartige Liposomen werden in
diagnostischen Nachweisverfahren, als therapeutische Mittel zum Transport von
Wirkstoffen im Organismus oder als Wirkstoffdepot verwendet. Darliber hinaus
kénnen solche Liposomen auch in der biologischen und biomedizinischen Forschung
und im Pflanzenschutz eingesetzt werden (z. B. zum Substanztransport in Zellen).

Auch eine Anwendung in der Kosmetik ist méglich.

Die Eigenschaften der Liposomen wie beispielsweise ihre Stabilitdt oder
Lagerfahigkeit werden wesentlich durch die in der Lipidschicht vorhandenen

Substanzen bestimmt.

Zur Herstellung von Liposomen werden membranbildende Lipide, wie beispielsweise

Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerin, Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol
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und Phosphatidylethanolamin, Sphingomyelin, kationische Lipide wie beispielsweise
DOTAP, DC-Chol, DOTMA u.a., membranbildende Amphiphile, wie beispielsweise
Blockpolymere, Alkylester, -ether, -amide von Zuckern, Diolen und Polyolen,
Aminen, Aminosauren, Peptiden und Zuckern und Cholesterol sowie weitere Stoffe

verwendet.

Zur Herstellung von maoglichst einheitlichen leeren oder substanzbeladenen
Liposomen sind verschiedene Verfahren bekannt. Diese Verfahren sind von Lasch et
al. Ubersichtlich zusammengefasst worden (Lasch, J. et al., Preparation of
Liposomes; in ,Liposomes — a practical approach®, Torchilin, V.P. und Weissig, V.,
Ed., 2. Aufl. (2003)).

Viele Herstellungsverfahren gehen von sog. "hand-shaken vesicles" aus, die durch
einfache Rehydratisierung eines Lipidfiims und anschlieBendes Schitteln (meist in
einem Kolben) hergestellt werden koénnen. Diese Liposomen sind meist sehr
uneinheitlich bezlglich ihrer GréBe und ihrer Lamellaritat. Mit den Verfahren der
Extrusion, des Gefrier-Tau-Verfahrens oder der Ultrabeschallung kénnen diese
Liposomen in ihrer GréBe vereinheitlicht (meist verkleinert) und ihrer Lamellaritat

verringert werden:

Extrusionsverfahren bedienen sich eines Extruders und erméglichen in der Regel
nur die Herstellung kleiner Mengen (Handextrusion) (Macdonald, R.E. et al., BBA
1061:297-303 (1991)). Die Herstellung groBer Mengen ist mit hohem apparativen
Aufwand (Pumpe, Membranen etc.) und einer aufwandigen Vorbereitung
verbunden. Uberdies kénnen nur niedrigviskose Medien extrudiert werden, was zu
einer niedrigen Einschlusseffizienz fuhrt. Durch den offenen Umgang mit den
Medien ist die Herstellung steriler Proben aufwéndig und bei radioaktiven
Materialien besteht die Gefahr der Kontamination der Umgebung. Lipidmischungen
mussen auBerdem vor der Extrusion und der Hydratation durch gemeinsames

Lésen und anschlieBendes Evaporieren hergestellt werden.

Injektionsverfahren und Detergenzverfahren sind zwar groBtechnisch mdéglich, aber
die Lésungsmittelentfernung bzw. die Entfernung des Detergenz ist problematisch.
Hohe Lipidkonzentrationen sind nicht einfach herstellbar, und durch den Uberschuss
an wasserigem Medium werden nur niedrige Einschlusseffizienzen bei hydrophilen

Substanzen erreicht.

Auch durch Gefrier-Tau-Schritte koénnen uneinheitliche, oft multilamellare

Liposomen in ihrer Gr6Be vereinheitlicht werden und ihre Lamellaritdt erniedrigt
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werden. Die Folge ist meist eine gesteigerte Einschlusseffizienz fir wasserldsliche

Substanzen.

Bei den Dbisher genannten Verfahren st insbesondere die niedrige
Einschlusseffizienz fir hydrophile Substanzen ein systemimmanentes Problem. Dies
begrindet sich dadurch, dass diese Verfahren nur mit relativ geringen Lipidmengen
durchflihrbar sind und folglich die gebildeten Liposomen nur einen geringen Anteil
des waésserigen Gesamtvolumens einschlieBen kénnen. Hydrophile, in der
wasserigen Phase geléste Substanzen werden folglich auch nur zu einem geringen

Anteil eingeschlossen.

Die Einschlusseffizienz lasst sich z. B. durch eine Liposomen-Herstellung durch
Hochdruckhomogenisation steigern, da hier erheblich hdéhere Lipidmengen
eingesetzt werden kénnen. Als Ergebnis erhdlt man bei sehr hohem Lipidanteil ein
sogenanntes Liposomen-Gel, bei dem das wasserige AuBenvolumen
gréBenordnungsmaBig in etwa dem wasserigen Innenvolumen entspricht.
Dementsprechend hoch ist dann auch der Anteil des eingeschlossenen hydrophilen
Wirkstoffs. Ein weiterer Vorteil ist die Mdglichkeit zur Herstellung von grofBen
Mengen einer Formulierung, die mit Hilfe der Hochdruckhomogenisation einfach
gelingt. Die Hochdruckhomogenisation hat zudem den Vorteil, insbesondere kleine
Vesikel zu erzeugen, die u.a. im medizinischen Bereich von besonderem Interesse
sind, z. B. fur ein Tumortargeting unter Nutzung des sogenannten EPR-Effekts
(enhanced permeability and retention). Dieser Effekt beruht auf der meist stark
erhéhten vaskularen Permeabilitdt von BlutgefaBen in Tumoren. Durch die
Undichtigkeit der GefaBe kdénnen kleine Partikel wie z. B. Liposomen (insbesondere
wenn sie sehr klein sind) das GeféaBbett verlassen und sich im Tumor anreichern
(Yuan, F. et al., Cancer Res. 54:3352-3356 (1994)).

Den wirtschaftlich besonders vorteilhaften Eigenschaften der Hochdruck-
homogenisation (kleine Vesikel, hohe Einschlusseffizienz, groBe Probenmengen)

steht eine Reihe von Nachteilen gegenlber:

Die Herstellung von sterilen Materialien, wie sie flir die Anwendung an Mensch und
Tier unerlasslich sind, ist problematisch. Eine sterile Herstellung ist zwar madglich,
aber wegen der notwendigen Durchfihrung der Hochdruckhomogenisation unter
Reinraumbedingungen oder der nachtraglichen Autoklavierung des Materials
aufwéndig. Zuséatzlich ergeben sich bei der Autoklavierung von wirkstoffhaltigen
vesikuldren Phospholipid Gelen (VPG) oft Probleme mit der Wirkstoff- und/oder der
Lipidstabilitat (Moog, R. et al., Int. J. Pharm. 206:43-53 (2000)).
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Mit Hilfe der Hochdruckhomogenisation ist es insbesondere schwierig, kleine
Probenmengen herzustellen, wie sie z. B. in medizinischen oder molekular-
biologischen Laboren (wenn nur wenig Substanz zur Verfligung steht, bei
Verwendung von radioaktiven Substanzen etc.) oder bei einem Screening von sehr
vielen verschiedenen Lipidformulierungen (z. B. im Bereich der Praformulierung)

bendtigt werden.

Zudem wird die Probe durch den Homogenisierungsschritt stark belastet, was
insbesondere bei teuren und empfindlichen Substanzen wie z. B. biologischen
Materialien (DNA, siRNA, Antikérper, Peptide, Proteine) oder bei empfindlichen
niedermolekularen Substanzen wie z. B. Antioxidantien, Lipiden mit bestimmten

hochungesattigten Fettsduren, Zytostatika (Alkylantien etc.) kritisch ist.

Die Ausrlstung fir die Hochdruckhomogenisation ist teuer, groB und fir viele
(insbesondere medizinische/molekularbiologische) Labors nicht akzeptabel. Da bei
jedem Wechsel der Zusammensetzung die Maschine gereinigt werden muss, ist der
Probendurchsatz niedrig, ein Screening von verschiedenen Mischungen praktisch

nicht mdéglich und nur schwer zu automatisieren (z. B. im Bereich Praformulierung).

Zudem ist Uberdurchschnittliches technologisches Know-how nétig, nicht zuletzt um
die Gefahr einzuschrénken, die bei Verwendung gefahrlicher Substanzen (z. B.

radioaktiver Substanzen oder Zytostatika) fir die Umgebung besteht.

Die Probleme bei der Herstellung von Liposomen haben bereits dazu gefiihrt, dass
fir kosmetische Zwecke Liposomen-Gele eingesetzt werden, welche nur durch
Rehydratisierung einer Lipidmischung entstanden sind, wobei auf eine
Vereinheitlichung der Vesikel véllig verzichtet wird (DE 10255285). Solche
Formulierungen sind flir pharmazeutische, biomedizinische und medizinische
Zwecke nicht brauchbar und aufgrund der geringen Reproduzierbarkeit der

Vesikelzusammensetzung flir kosmetische Anwendungen zumindest bedenklich.

SLN sind Nanopartikel mit einer GréBe von ca. 50 bis 1000 nm. Eine Ubersicht iiber
SLN wird in Pharmazeutische Technologie: Moderne Arzneiformen. R.H. Miller und
G.E. Hildebrand, Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart, 1998, gegeben.
Das Matrixmaterial besteht — im Gegensatz zu Emulsionen — aus festen Lipiden.
Hier werden Uberwiegend eingesetzt: physiologische Lipide (z. B. entsprechende
Triglyceride) oder Lipide aus physiologischen Komponenten (z. B. Glyceride aus
kdrpereigenen Fettsauren). Es wird angenommen, das dadurch eine gute in vivo
Vertraglichkeit erreicht wird (Weyhers, H. et al., Proc. 1st world meeting APV/APGI,
Budapest, 489-490 (1995)). Das Matrixmaterial ist aber nicht auf physiologische
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Lipide beschrankt, vorstellbar sind z. B. auch Wachse und nicht physiologische
Triglyceride.

SLN werden bisher durch Hochdruckhomogenisation von in Wasser dispergierten
Lipiden im geschmolzenen oder im festen Zustand hergestellt (HeiB- bzw.
Kalthomogenisation; siehe Miller, R.H., Pharm. Ind. 49:423-427 (1997); EP 0 605
497; Schwarz, C. et al., J. Controlled Rel. 30:83-96 (1994); Muller, R.H. et al., Eur.
J. Pharm. Biopharm. 41:62-69 (1995)). Diese Herstellungstechnik durch
Hochdruckhomogenisation zeichnet sich dadurch aus, dass die SLN in ihrer GrdBe
sehr homogen sind und zudem der Anteil an Mikropartikeln sehr gering ist. Der
Aufwand fir solch eine Hochdruckhomogenisation ist jedoch wie bei der Herstellung

von Liposomen sehr hoch.

Ein weiterer Typ lipidbasierter Nanopartikel sind die Trépfchen in Emulsionen, wobei
hier Submikron-Emulsionen (SME) gemeint sind, also O/W-Emulsionen mit
Trépfchen/Partikelgr6Ben von unter 1 um (Benita, S. et al., J. Pharm. Sci. 82:1069-
1079 (1993)). Nicht davon abgegrenzt werden kénnen sog. Nanoemulsionen mit
TrépfchengréBen von 50-1000 nm.

Solche Emulsionen werden seit langem zur parenteralen Erndhrung eingesetzt
(Lucks, J. S. et al., Krankenhauspharmazie 15:51-57 (1994)), kénnen aber auch als
Arzneistofftrager verwendet werden. Eine Ubersicht zu SMEs findet sich in
Pharmazeutische Technologie: Moderne Arzneiformen. R.H. Miller und G.E
Hildebrand, Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart, 1998.

Unter den derzeit eingesetzten SME-Herstellungsverfahren ist die
Hochdruckhomogenisation (durch  Kolbenspalthomogenisatoren oder durch
Microfluidizer-Technik) die fihrende Technik. Im Labor- und TechnikumsmaBstab
kommt auch die Ultraschallhomogenisation zum Einsatz, v.a. deswegen, weil die

Hochdruckhomogenisation zu aufwendig ist.

WO 02/09677 beschreibt die Herstellung einer Dispersion, die eine O/W- oder W/O-
Emulsion sowie einen in Ol und Wasser schwerldslichen Wirkstoff (Amphotericin B)
umfasst. Diese Dispersion kann eine Menge des Wirkstoffs enthalten, die héher ist
als die Menge, die sich additiv aus seiner maximalen Léslichkeit in Wasser oder Ol
ergibt. Die Homogenisierung erfolgt allerdings hochenergetisch, also durch
Hochdruckhomogenisierung mit den damit verbundenen oben aufgefihrten
Nachteilen. Das Verfahren ist auch als sog. SolEmuls-Technologie beschrieben
(Maller, R.H. et al., Int. J. Pharm. 269:293-302 (2004)). Hierbei werden mit Hilfe
der hochenergetischen Hochdruckhomogenisation schwer Iésliche Wirkstoffe wie

Carbamazepin, lItraconazole oder Amphotericin B durch Co-Homogenisation in
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Emulsionen eingearbeitet, was zwar eine starke Steigerung insbesondere der
Lésungsgeschwindigkeit zur Folge hat, aber auch die bereits benannten Nachteile

einer Hochdruckhomogenisation besitzt.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war es somit, ein méglichst einfaches
Verfahren zur Herstellung lipidbasierter Nanopartikel bereitzustellen, das
schonender und sicherer als die Hochdruckhomogenisation ist, sich zum Screening
eignet und die Herstellung von Nanopartikeln auch und insbesondere im

LabormaBstab erlaubt.

Kurzbeschreibung der Erfindung

Es wurde gefunden, dass sich eine duale asymmetrische Zentrifuge sehr gut zur
Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln eignet, wobei diese mit einer oder
mehreren physiologisch wirksamen und/oder diagnostisch/biologisch/chemisch/

biochemisch relevanten Verbindung(en) beladen sein kénnen.
Die Erfindung umfasst somit

(1) ein Verfahren zur Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln durch
Homogenisieren einer Lipidkomponente mit einer wésserigen Komponente und/oder
durch Einarbeiten von Verbindungen in vorgefertigte lipidbasierte Nanopartikel in

einer dualen asymmetrische Zentrifuge (DAZ);

(2) eine bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens (1), wobei
(i) die Homogenisierung bzw. das Einarbeiten bei wenigstens 200 rpm,
bevorzugt bei wenigstens 1000 rpm und maximal 4000 rpm, besonders
bevorzugt bei 2000 bis 3540 rpm, am bevorzugtesten bei 2500 bis 3540 rpm
erfolgt; und/oder
(ii) die g-Zahl wenigstens 1,2 g, bevorzugt wenigstens 80 g, besonders
bevorzugt wenigstens 300 g, ganz besonders bevorzugt von 550 bis 1000 g oder
von 620 bis 1500 g betragt; und/oder
(iii) das Ruckdrehverhéltnis von 1:6 bis 6:1 betréagt, bevorzugt kleiner als 5:1,
besonders bevorzugt kleiner als 3:1 ist; und/oder
(iv) die Zentrifugationszeit von 30 s bis 1 h, bevorzugt von 1 bis 30 min,
besonders bevorzugt von 3 bis 20 min betragt; und/oder
(v) eine Mischhilfe, bevorzugt Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,5 bis 6

mm, verwendet wird;
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(3) eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens (1) oder (2) wobei die

lipidbasierten Nanopartikel Liposomen einschlieBlich vesikularer Phospholipidgele
(VPG) sind;

(4) eine bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens (1) oder (2) wobei die

lipidbasierten Nanopartikel feste Nanopartikel (SLN) sind;

(5) eine bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens (1) oder (2) wobei die

lipidbasierten Nanopartikel Trépfchen in Emulsionen sind;

(6) eine bevorzugte Ausfihrungsform der Verfahren (1) bis (5) die zum Screening
lipidbasierter Nanopartikel, die bevorzugt gemas dem Verfahren nach einer der
Ausflihrungsformen (1) bis (5) hergestellt wurden, im Bereich der Praformulierung

geeignet ist;

(7) lipidbasierte Nanopartikel, die gemaB der Verfahren (1) bis (5) herstellbar oder
hergestellt sind, und die bevorzugt empfindliche oder kurzlebige Substanzen
enthalten, welche besonders bevorzugt ausgewahlt sind aus

hydrolyseempfindlichen Wirkstoffen und kurzlebigen Diagnostika;

(8) die Verwendung der lipidbasierten Nanopartikel nach Ausfihrungsform (7) zur
Herstellung von pharmazeutischen, kosmetischen, diagnostischen, im

Pflanzenschutz oder als Nahrungsmittel einsetzbaren Zubereitungen;
(9) einen Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Ausflihrungsform (1) bis (6);

(10) Mischvorrichtung flir chemische und/oder biologische Substanzen,
insbesondere eine zur Durchfihrung der Verfahren (1) bis (6) geeignete DAZ, mit
einer ersten Antriebseinrichtung (12) zum Drehen eines Auslegers (16) um eine
erste Drehachse (18),

einem in einem Abstand zur ersten Drehachse (18) mit dem Ausleger (16)
verbundenen Mischbehalter (40) zur Aufnahme der Substanzen und

einer zweiten Antriebseinrichtung (30) zum Drehen des Mischbehélters (40) um
eine zweite, durch den Mischbehélter (40) verlaufende Drehachse (28)

dadurch gekennzeichnet, dass

Innenwénde (46) des Mischbehdalters (40) unterschiedliche Abstande zur zweiten

Drehachse (28) aufweisen;

(11) Mischbehalter fir eine DAZ, insbesondere zur Durchfihrung des Verfahrens
(1) bis (6) wund/oder flar die Mischvorrichtung (10), mit einem ersten

Aufnahmeraum (50) zur Aufnahme einer ersten Substanz und mindestens einem
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zweiten Aufnahmeraum (52) zur Aufnahme einer zweiten Substanz, dadurch
gekennzeichnet, dass

in einer Trennwand (70) zwischen den Aufnahmerdumen (50, 52) eine Offnung (68)
vorgesehen ist, um beim Auftreten von Zentrifugalkraften ein Uberfiihren einer der

Substanzen in den anderen Aufnahmeraum (50, 52) zu ermdglichen;

(12) Verwendung der Mischvorrichtung und/oder des Mischbehalters nach Ausfiih-
rungsform (10) oder (11) zum Durchmischen von ein- oder mehrphasigen
Gemischen, zum Zellaufschluss und zur Aufarbeitung von Geweben in einer dualen

asymmetrischen Zentrifuge;

(13) eine Mischvorrichtung fir eine DAZ, insbesondere zur Durchfihrung des

Verfahrens (1) bis (6), welche zur Aufnahme von Injektionsflaschen geeignet ist;

(14) ein Verfahren zur Zerkleinerung von Feststoffen, insbesondere zum Aufschluss

von Zellen oder Gewebe, umfassend die Behandlung der Feststoffe in einer DAZ;

(15) eine Zusammensetzung, insbesondere eine pharmazeutische oder diag-

nostische Zusammensetzung, enthaltend die lipidbasierten Nanopartikel (7); und

(16) einen Kit zur Durchfihrung des Verfahrens gemé&B (14), umfassend die

Halteeinrichtung (88).

Kurzbeschreibung der Figuren
Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Figuren in der detaillierten Beschrei-

bung der Erfindung ndher erldutert.
Fig. 1: Schematischer Aufbau einer dualen asymmetrischen Zentrifuge in Aufsicht

Fig. 2: Schematischer Aufbau einer dualen asymmetrischen Zentrifuge in

Seitenansicht
Fig. 3: Mischbehalter fiir Mischvorrichtung der Ausfiihrungsform (10)

Fig. 4: Mischbehalter mit Offnung und zwei Aufnahmeriumen gemaéB

Ausfihrungsform (11)

Fig. 5: PartikelgréBenverteilung von Liposomen (Bsp. 1, vial 2 und 3), bestimmt als
relative  GauB-Verteilung bezogen auf die Teilchenzahl; Diam:
Vesikeldurchmesser; Rel: relativer Anteil in %: a) Herstellung mit DAZ (vial
2) und b) Herstellung durch Hochdruckhomogenisation (vial 3)

Fig. 6: Einfluss verschiedener Parameter auf die Partikelgr6Be bei Speedmixen in

einer Injektionsflasche (vgl. Bsp. 18): A) Variation der Lipidkonzentration;
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B) Unterschiedliche Speedmix-Zeiten und C) Glasperlen unterschiedlicher

Gr6Be als Dispergierhilfe
Fig. 7: Einfluss der Speedmixer-Geschwindigkeit auf die PartikelgréBe

Fig. 8: Mischvorrichtung der Ausfihrungsform (13) zum Speedmixen einer

Injektionsflasche
Fig. 9: Schematische Schnittansicht der in Fig. 8 dargestellten Ausfiihrungsform

Fig. 10: Mischbehélter zur Aufnahme von Kryo-Vials oder EppendorfgefédBen, der bei
Verwendung geeigneter Materialien wie Teflon, PE UHMW, Aluminium auch

tieftemperaturgeeignet ist
Fig. 11: Schnittansicht entlang der Linie XI-XI in Fig. 10

Fig. 12: Schematische perspektivische Ansicht des in den Fig. 10 und 11

dargestellten Mischbehalters

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

Das erfindungsgemaBe Verfahren hat sich als eine Uberraschend einfache Technik
zur Herstellung von liposomalen Dispersionen, vesikuldren Phospholipid-Gelen
sowie anderen lipidbasierten Nanopartikeln herausgestellt, welche entweder keinen
Wirkstoff enthalten oder welche als Wirkstoff wenigstens eine physiologisch
wirksame oder/und diagnostische Verbindung enthalten. Mit der
erfindungsgeméBen Technologie ist es insbesondere méglich, die Partikel steril und
in einem Schritt herzustellen und wenn gewlinscht, auch mit verschiedenen
Substanzen zu beladen, wobei mit der Technik sehr kleine aber auch groBe Mengen
herstellbar sind. Die Technik ist im Gegensatz zum Stand der Technik sehr einfach
und rasch durchzufiihren und erlaubt auch Personen ohne Lipsomen/Nanopartikel-
Know-how die Herstellung. Aufgrund der raschen Durchfiihrbarkeit des Verfahrens
kénnen auch instabile (z. B. hydrolyseempfindliche) Substanzen in lipidbasierte
Nanopartikel eingeschlossen werden. Da die Herstellung steril und sehr rasch
verlauft, kénnen die Nanopartikel zur Herstellung von Medikamenten,
beispielsweise von Injektionen, genutzt werden, auch und besonders unmittelbar
vor Applikation am Patienten (,Bedside-Preparation®). Durch Verdnderung der
Parameter der dualen asymmetrischen Zentrifuge (z. B. Zentrifugationszeit und -
geschwindigkeit) kénnen lipidbasierte Nanopartikel unterschiedlicher GréBe
hergestellt werden. Es ist mdglich, groBe wie kleine Molekiile einzuschlieBen und

vieles mehr. Es war besonders lberraschend, dass bei der erfindungsgemaBen
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-10-
Herstellung von Liposomen und anderen Nanopartikeln — die ja keinen
Extrusionsschritt enthalt — nur sehr geringe Anteile an Partikeln mit einem

Durchmesser > 1 pm entstehen, &hnlich wie bei der Herstellung von Liposomen
durch Hochdruckhomogenisation, wodurch die Formulierungen flir die i. v.
(intravenfse) Applikation geeignet sind. Aufgrund des minimalen Durchmessers
einer Blutkapillare (5-6 um) muss der Durchmesser der grdBten applizierten
Teilchen in solchen Fallen deutlich unter 5 um betragen, da es sonst zu einer
Embolie kommen kann. Je geringer also die Teilchenzahl mit Partikeldurchmessern

> 1 um, desto vorteilhafter ist dies flr die klinische Anwendung.

Es ist Uberraschend, dass mit dem erfindungsgemé&Ben Verfahren Liposomen mit
einer GréBenverteilung hergestellt werden kénnen, die der GrdBenverteilung von
durch Hochdruckhomogenisation hergestellten Liposomen entspricht (vgl. Fig. 5),
und dass diese Liposomen mit ebenso guter Effizienz wie letztere beladen werden
kénnen. Zusatzlich werden weitere Nachteile des Hochdruckhomogenisations-
verfahrens Uberwunden, insbesondere die hohe Belastung der Probe, der niedrige
Probendurchsatz, die erforderlichen relativ hohen Probenvolumina, die
Notwendigkeit speziellen Know-Hows sowie die Schwierigkeiten bei sterilem

Arbeiten und bei Arbeiten mit gefahrlichen Substanzen.

Im folgenden werden zunachst einige der verwendeten Begriffe naher definiert:

,Lipidbasierte Nanopartikel® im Kontext der vorliegenden Erfindung sind
Nanopartikel mit einer PartikelgréBe von maximal 1 um, bestehend mindestens aus
einer Lipidkomponente, die optional eine wasserige Komponente und/oder weitere
Verbindungen, insbesondere Wirkstoffe, enthalten oder mit diesen beladen werden
kénnen. Lipidbasierte Nanopartikel kénnen als Feststoff vorliegen oder in einer
wasserigen Komponente dispergiert sein. Es sind bevorzugt Liposomen, SLN oder

die Trépfchen einer Emulsion (SME).

Eine ,Lipidkomponente“ im Sinne der vorliegenden Erfindung umfasst eine oder
mehrere Verbindungen, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Amphiphile, Lipide
und/oder Detergentien. Bevorzugt umfasst sie mindestens eine Verbindung ausge-
wahlt aus Phospholipiden, Glycolipiden, Cholesterolen, Sphingolipiden, Polyethylen-
glykol-Lipidderivaten, kationischen Lipiden, Triglyceriden und Wachsen. Wie
unterschiedlich die im Verfahren nach (1) eingesetzten Lipide sein kénnen, zeigen
Bsp. 3 und 4 fiir Liposomen, Bsp. 15 fir SLN und Bsp. 14 fir Emulsionen.

Bei Einsatz einer Mischung aus mehreren Lipiden als Lipidkomponente kann diese

als feste Lésung oder als eine Mischung einzelner Lipid-Kristalle eingesetzt werden.
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Fir analytische Zwecke in biologischen, medizinischen und chemischen
Untersuchungen kénnen markierte Lipide eingebracht werden. Bevorzugt sind
fluoreszenzmarkierte, Spinlabel-markierte oder radioaktiv markierte Lipide.

Die Vielzahl von Kombinationsmdglichkeiten bei der Wahl der Bestandteile der
Lipidkomponente fir den Aufbau von lipidbasierten Nanopartikeln erméglicht dem
Fachmann das maBgeschneiderte Design dieser Partikel. Beispielhaft seien
Immunoliposomen mit spezifischen Antikérpern an ihrer Oberflache, negativ
geladene Liposomen flr das RES-targeting, positiv geladene Liposomen fir das
Targeting des aktivierten Endothels sowie neutrale Liposomen zur passiven

Anreicherung in Tumorgewebe durch den EPR-Effekt genannt.

Die ,wasserige Komponente® ist im Kontext der Erfindung Wasser oder eine
wasserige alkoholische und/oder pufferhaltige Lésung. Zuséatzlich kénnen in ihr
Salze sowie andere niedermolekulare wasserlésliche Substanzen gelést sein. Sie
wird im folgenden auch als ,wasserige Phase” oder ,wéasseriges Medium*®

bezeichnet.

Ein ,Losungsmittel” (synonym auch als ,L6semittel® bezeichnet) ist eine Flissigkeit,
die Gase, andere Flissigkeiten oder Feststoffe 16sen kann, ohne dass es dabei zu

chemischen Reaktionen zwischen geléstem Stoff und Iésender Flissigkeit kommt.

,Physiologisch wirksame Verbindungen® (im folgenden auch als ,Wirkstoffe*
bezeichnet) im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Verbindungen, die in
Lebewesen, insbesondere in Pflanze, Mensch oder Tier, eine physiologische
Reaktion hervorrufen kénnen. Sie umfassen insbesondere in Kosmetik,

Pflanzenschutz und Therapie eingesetzte Wirkstoffe.

Ein ,Liposomen-Gel® (Liposomengel) im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine
liposomale Formulierung, die viskos, d. h. nicht mehr frei flieBend ist aufgrund
eines hohen Lipidkomponenten-Gehalts und damit einer hohen Dichte an
Liposomen (Vesikeln). Ein Liposomen-Gel enthédlt bevorzugt Uber 20 %
Lipidkomponente, besonders bevorzugt membranbildende Amphiphile, ganz
besonders bevorzugt liber 30 % membranbildende Amphiphile. Ein Liposomen-Gel
ist von Liposomen-enthaltenden Gelen abzugrenzen, bei denen die Gel-
Eigenschaften (Viskositat, Verhindern des freien FlieBens) nicht durch eine hohe
Liposomendichte, sondern durch eine gel-bildende Komponente wie z. B.

Polyacrylamid hervorgerufen wird.

Ein ,Vesikuldres Phospholipid Gel“ (VPG) ist ein Liposomen-Gel, bei dem die zur

Vesikelbildung eingesetzten Amphiphile zu einem gewissen Anteil, der bevorzugt
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wenigstens 30% ausmacht, aus Phospholipiden bestehen. Vesikuldre Phospholipid-
gele (VPG) werden in der Literatur haufig auch als Liposomen-Gele bezeichnet, da

fast alle bekannten Liposomen-Gele VPG sind.

.Passive loading® (EP 1087752) bezeichnet einen Vorgang, bei dem eine
vorgefertigte liposomale Formulierung, die bevorzugt ein Liposomen-Gel und ganz
besonders bevorzugt ein VPG ist, mit einem Wirkstoff, der (ber
Liposomenmenbranen diffundieren kann, vermischt wird. Dabei wird der Wirkstoff
initial zwischen die Liposomen eingelagert. Durch anschlieBende Inkubation, die bei
Raumtemperatur, bevorzugt aber bei leicht erhéhter Temperatur, ganz besonders
bevorzugt bei 40-80°C stattfindet, diffundiert der Wirkstoff in die Liposomen, bis
sich zwischen den Anteilen des Wirkstoffs innerhalb und ausserhalb der Liposomen
ein Gleichgewicht eingestellt hat. Die vorgefertigte liposomale Formulierung kann z.
B. durch Hochdruckhomogenisation oder durch das hier vorgestellte Verfahren mit
Hilfe einer DAZ hergestellt werden. Wichtige Wirkstoffe, bei denen das passive
Loading verwendet werden kann, sind z. B. Gemcitabine, Vincristin, Vindesin und in

der Krebstherapie eingesetzte Platinverbindungen.

»S0lid lipid nanoparticles” (SLN), auch als ,feste Lipidnanopartikel” bezeichnet, sind
Nanopartikel im GrdBenbereich von 10 bis 1000 nm (wenn ein Nanopartikel
definitionsgemaB keine GrdéBe von 1000 nm haben darf, so bedeutet ,bis 1000 nm*
in diesem Kontext ,bis zu 1000 nm*“, also kleiner als 1000 nm), bevorzugt von 20
bis 400 nm, bei denen das Matrixmaterial im Gegensatz zu Emulsionen aus festen
Lipiden (vollstédndig lipophile Lipide) besteht. Als feste Lipide werden Uberwiegend
physiologisch vertragliche Lipide eingesetzt wie entsprechende Triglyceride oder
auch Wachse. Einsetzbar sind aber auch nicht physiologische Lipide. Wirkstoffe, die
in SLN eingeschlossen sind, sind je nach ihrer Lipophilie entweder in der Lipidmatrix
gelést (feste Loésung), oder in der Matrix dispergiert. In der Regel sind SLN in
wasserigen Dispersionen durch Tenside stabilisiert, allerdings ist auch eine
tensidfreie Herstellung méglich. SLN kénnen sowohl als wéasserige Dispersion als

auch als Trockenprodukt formuliert werden (Lyophilisation oder Sprihtrocknung).

Ein ,Lipoplex” ist ein Lipid-Nukleinsaure-Komplex, insbesondere ein Lipid-DNA- oder
Lipid-RNA-Komplex, und besteht mindestens aus einer Lipidkomponente (bevorzugt
ein  Amphiphil), wobei der hydrophile Teil der Lipidkomponente unter den
Bedingungen der Lipoplexbildung eine positive Ladung tragt, und einer
Nukleinsaure-Komponente, die unter den Bedingungen der Lipoplexbildung eine

negative Ladung tragt. Je nach Zusammensetzung kann die mittlere Ladung eines
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Lipoplexes positiv, negativ oder auch neutral sein. Bevorzugt ist eine positive
Ladung. Lipoplexe werden vor allem zum Nukleinsdure-Transfer in Zellen
eingesetzt. In diesem Fall ist eine positive Ladung des Lipoplexes hilfreich, damit
der Lipoplex an die ublicherweise negativ geladene Zellwand binden und von dort
aufgenommen werden kann. Sonderformen von Lipoplexen sind z. B. AVE's (Artifi-
cial virus-like envelopes), bei denen die Nukleinsdure zundchst kondensiert (z. B.

mit einem positiv geladenen Polymer) und dann in Liposomen eingeschlossen wird.

»Mittlere GréBe” bezeichnet im Kontext der vorliegenden Erfindung den Median der
VesikelgréBe, also denjenigen Vesikeldurchmesser, bei dem 50% der Vesikel kleiner
und 50 % der Vesikel grdBer als der angegebene Wert sind. In der Regel ist dies

gleichbedeutend mit dem Maximum einer GauB-GréBenverteilung.

Die ,Einschlusseffizienz” ist im Kontext der vorliegenden Erfindung das Verhéltnis
(der prozentuale Anteil) von derjenigen Menge der gemessenen Substanz (z. B.
eines Wirkstoffs), die in den lipidbasierten Nanopartikeln eingeschlossen, an die
Nanopartikel assoziiert oder in die Nanopartikel inkorporiert wurde, zur fir die

Formulierung eingesetzten Gesamtmenge der betreffenden Substanz.

Eine ,duale asymmetrische Zentrifuge” (DAZ) ist eine Zentrifuge, bei der zusatzlich
zu den Vorgdngen einer Kklassischen Zentrifugation das GefaB mit dem zu
zentrifugierenden Material bevorzugt entgegen der Drehbewegung der Zentrifuge
gedreht wird, z. B. mit einem Viertel bis Drittel der Drehzahl der Zentrifuge. Dies
fihrt zu einer stetigen Vermischung des in die DAZ eingebrachten Materials. Die
hohe Zentripetalkraft erlaubt es auch, viskose Massen zu mischen (EP 1293245).
Bei diesem Verfahren entsteht insbesondere in viskosen Massen eine starke innere
Reibung. Die DAZ wird Ublicherweise zur Vermischung von Pasten mit Pasten,
Pasten mit Pulvern, Pulvern mit Pulvern etc. verwendet. Typische Einsatzgebiete
sind die Anmischung von Dichtstoffen und Beschichtungsmitteln (wie z. B.
Silikonen, Polyurethanen und Acrylaten), Lacken, Druckfarben und Pigmenten sowie
das Vermischen von Ein-, Zwei- oder Multikomponenten-Produkten in flissiger oder

pastbser Form.

Die im Verfahren nach Ausfihrungsform (1) bis (7) und der erfindungsgemaBen
Verwendung (12) verwendete duale asymmetrische Zentrifuge wird im folgenden
anhand der Fig. 1 und Fig. 2 n&her beschrieben. Sie weist ein Gehause bzw. einen
Basiskdrper 10 auf. In dem Gehduse 10 ist eine erste Antriebseinrichtung 12 in
Form eines Elektromotors vorgesehen. Durch die erste Antriebseinrichtung 12 wird

eine Antriebswelle 14 angetrieben. Mit der Antriebswelle 14 ist ein Ausleger 16
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verbunden, der somit mit Hilfe der ersten Antriebseinrichtung um eine erste
Drehachse 18 gedreht werden kann. Mit Hilfe der ersten Antriebseinrichtung 12
erfolgt somit ein Drehen des vorzugsweise abgewinkelt ausgebildeten Auslegers 16,

beispielsweise in Richtung eines Pfeils 20.

An einem von der Drehachse 18 beabstandeten Ende 22 des Auslegers 16 ist ein
Behalter 24 vorgesehen. Der Behélter 24 ist (iber eine Welle 26 mit dem Ausleger
16 drehbar verbunden, so dass der Behdlter 24 um eine zweite Drehachse 28,
beispielsweise in Richtung eines Pfeils 30 drehbar ist. Zum Antrieb des Behélters 24
ist eine zweite Antriebseinrichtung 30 vorgesehen, die beispielsweise auf dem
Ausleger 16 befestigt ist. Um die Einwirkung von Zentrifugalkréften auf die zweite
Antriebseinrichtung 30 zu verringern, ist die zweite Antriebseinrichtung maéglichst
nahe an der ersten Drehachse 18 angeordnet. Der Antrieb erfolgt sodann Uber
einen Keilriemen 32 sowie zwei entsprechende Keilriemenrader 34, 36, die mit der

Welle 26 bzw. mit einer Motorwelle 38 verbunden sind.

Durch das gleichzeitige Drehen des Behalters 24 um die beiden Drehachsen 18 und
28 erfolgt ein Durchmischen von in dem Behalter 24 vorgesehenen Substanzen.
Hierbei kann eine hohe Homogenitdt der Durchmischung erzielt werden.
Vorzugsweise sind die beiden Drehachsen 18, 28 nicht nur in einem Abstand
zueinander angeordnet, sondern weisen einen Winkel zueinander auf. Dieser kann
durch Vorsehen eines abgewinkelten Auslegers 16 hervorgerufen werden. Ebenso
ist es mdéglich, die Drehachse 28 in einem Winkel zum Ausleger anzuordnen. Der
Winkel zwischen den beiden Drehachsen 18, 28 liegt vorzugsweise im Bereich von 0

bis 70°, besonders bevorzugt von 30 bis 70°.

Das , Ruckdrehverhéltnis“ bezeichnet das Verhéltnis der vollen Umdrehungen um
die beiden Drehachsen 18, 28 einer DAZ zueinander. Es ist die Zahl der
Umdrehungen, die der Hauptrotor 16 um die Drehachse 18 vollfihren muB, damit
sich der Probenbehdalter 24 einmal um die Drehachse 28 gedreht hat. Das
Rickdrehverhéltnis wird entsprechend als XX:1 angegeben und ist positiv, wenn

sich der Probenbehalter 24 entgegengesetzt zum Hauptdreharm 16 dreht.

Die Drehzahl des Auslegers 16 betragt vorzugsweise wenigstens 200 Umdrehungen
pro Minute (rpm) und maximal 4000 rpm. Sie liegt bevorzugt im Bereich von 2000-
3540 rpm. Die Drehzahl des Behalters 24 um die Drehachse 28 ist vorzugsweise so
eingestellt, dass sich ein Rickdrehverhéltnis zwischen 1:6 und 6:1 ergibt. Sie
betragt vorzugsweise wenigstens ein Fiinftel, besonders bevorzugt wenigstens ein

Drittel der Drehzahl des Auslegers 16, was einem Rickdrehverhaltnis von 5:1 bzw.
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3:1 entspricht. Ferner sind die Drehrichtungen 20, 30 vorzugsweise einander

entgegengesetzt.

Es kénnen auch in einem geeigneten Halter GefédBe bzw. Mischbehalter in den
Behalter 24 eingesetzt werden, insbesondere Injektionsflaschchen, GlasgefédBe oder
KunststoffgefadBe wie z. B. Eppendorf-GefaBe. Der Behélter 24 fungiert dann als
Aufnahmebehalter. Das Verfahren nach Ausfihrungsform (1) erlaubt den Einsatz
der unterschiedlichsten GeféBe. Bevorzugt sind GefaBe aus Glas oder Kunststoff,
deren Durchmesser 5-75 mm, besonders bevorzugt 9-75 mm betragt. Neben
handelsiblichen Injektionsfldschchen sind speziell EppendorfgefdBe mit einem
Durchmesser von 9 bis 10 mm und GlasgefdBe mit einem Durchmesser von 9 bis
40 mm bevorzugt. Weitere geeignete SpezialgefdBe zur Verwendung in
Ausfihrungsform (1) sind die speziellen Mischbehélter der Ausfihrungsform (10)
und (11), wie sie in Fig. 3 und 4 beispielhaft beschrieben sind. Auch die

Verwendung von Tuben und Spritzen als Mischbehélter ist méglich.

Um das Mischen weiter zu verbessern, kénnen innerhalb des Behalters 24 oder
innerhalb der darin angeordneten GefdBe Mischhilfen (synonyme Begriffe:
Dispergierhilfe, Homogenisierhilfe) vorgesehen sein. Hierbei kann es sich um eine
definierte Rauheit der Innenseite des Behélters 24/des GefdBes handeln. Ebenso
kénnen stegférmige Mischhilfen innerhalb des Behélters 24/des GefaBes angeordnet
sein. Bevorzugt sind GefédBe, deren Innenflache aufgerauht, genoppt oder geriffelt
ist. Mischhilfe kénnen des weiteren Glasperlen in verschiedenen Mengen und
Gr6Ben sein, Fligel an der inneren GefédBwand oder ein entsprechend geformter
zentraler und/oder peripherer GefédBeinsatz. Besonders bevorzugt als Mischhilfe
sind Perlen aus Materialien wie Edelstahl, Achat, Zirkonoxid, Wolframcarbid, Teflon,
Teflon mit Stahlkern, Polyamid, Sinterkorund, Siliziumnitrid und Glas. Ganz
besonders bevorzugt sind Glasperlen und Stahlperlen, vor allem Glasperlen.
Bevorzugter Durchmesser dieser Perlen ist ein Durchmesser von mindestens 0,4

mm, besonders bevorzugt von 0,5 bis 6 mm.

,Speedmixen” bedeutet im Kontext der vorliegenden Erfindung die Nutzung eines
Speedmixers® oder einer anderen DAZ, bevorzugt eines Speedmixers® vom Typ
DAC 150 FVZ der Firma Hauschild GmbH und Co KG, welcher ein Rickdreh-
verhéltnis von ca. 2,8:1 oder 4,2:1, besonders bevorzugt 4,2:1 aufweist, oder einer
dualen asymmetrischen Zentrifuge, welche ein &hnliches Rickdrehverhaltnis

aufweist.
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Im erfindungsgemaBen Verfahren (1) oder (2) und der erfindungsgemaBen Ver-
wendung (12) sind AnsatzgréBen von wenigen Milligramm bis zu 3000 g (3 kg)
moéglich, bevorzugt sind AnsatzgréBen von 5 mg bis 150 g, ganz besonders

bevorzugt von 20 mg bis 40 g.

Das Verfahren nach (1) oder (2) erfolgt bevorzugt mit einer DAZ, die zur Aufnahme
von ReaktionsgeféaBen der GrdéBe von 0,1 bis 110 ml, bevorzugt von 0,1 bis 25 ml,
besonders bevorzugt von 0,5 bis 10 ml, ganz besonders bevorzugt von 0,5 bis 2 ml

geeignet ist.

Auf die zu mischenden, in dem Behdlter 24 angeordneten Substanzen wird im
Verfahren nach (1) oder (2) vorzugsweise eine Zentrifugalkraft von wenigstens 1,2
g, bevorzugt wenigstens 80 ¢, besonders bevorzugt wenigstens 300 g, ganz
besonders bevorzugt von 550 bis 1000 g oder von 620 bis 1500 g ausgetbt. Die
maximale Zentrifugalkraft kann jedoch bis zu 3000 g betragen, bevorzugt bis zu
2500 g.

Die VesikelgréBe der Nanopartikel hangt unter anderem von der Geschwindigkeit
der DAZ ab. Je héher die Geschwindigkeit (in rpm) bzw. die g-Zahl, desto kleinere
Vesikelgréssen sind erreichbar (vgl. Bsp. 19). Relevante Geschwindigkeiten fiir die
Herstellung insbesondere von kleinen Vesikeln mit einem Durchmesser von unter
100 nm liegen im Bereich Uber 2000 rpm. Bei weiterer Steigerung der
Geschwindigkeit sollten TeilchengrdéBen im Bereich von 30 nm Durchmesser
realisierbar sein, voraussichtlich bei einer Geschwindigkeit von 4000 bis 5000 rpm
(Fig. 7).

Die Homogenisierung im Verfahren der Ausfihrungsform (2) erfolgt in einem
besonders bevorzugten Aspekt bei 3540 rpm und/oder bei 550 bis 1000 g. Das
Rickdrehverhéltnis im Verfahren nach (2) ist in einem besonders bevorzugten
Aspekt kleiner oder gleich 4,2:1, ganz besonders bevorzugt kleiner oder gleich
2,8:1, die Zentrifugationszeit betragt von 30 s bis 1 h, bevorzugt von 1 bis 40 min,

besonders bevorzugt von 3 bis 30 min, ganz besonders bevorzugt von 3 bis 20 min.

Ein méglicher Aspekt der Ausfihrungsformen (2) und (12) ist der Einsatz eines
Speedmixers® als duale asymmetrische Zentrifuge, besonders bevorzugt eines
Speedmixers® vom Typ DAC 150 FVZ der Firma Hauschild GmbH und Co KG,
welcher ein Rickdrehverhaltnis von ca. 2,8:1 oder 4,2:1, bevorzugt von 4,2:1

aufweist.

Im Verfahren nach (1) oder (2) weist die Lipidkomponente bevorzugt eines oder

mehrere Amphiphile, Lipide, Detergentien auf, besonders bevorzugt mindestens ein
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Lipid ausgewahlt aus Phospholipiden, Glycolipiden, Cholesterolen, Sphingolipiden,
Polyethylenglykol-Lipidderivaten, kationischen Lipiden, Triglyceriden und Wachsen.
Die wasserige Komponente ist bevorzugt Wasser oder eine wasserige alkoholische
und/oder pufferhaltige Lé6sung. Eine oder beide der Komponenten kénnen eine oder
mehrere funktionelle Substanz(en) enthalten, die lipophil oder hydrophil sind. Diese
Substanzen sind bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe der Wirkstoffe und der
diagnostisch, biosynthetisch oder fir die chemische Synthese relevanten
Verbindungen. Als Hilfsstoffe kdnnen des Weiteren Detergentien und/oder

Emulgatoren zugesetzt werden.

Das Verfahren der Ausfihrungsform (1) und (2) kann zur Herstellung von
lipidbasierten Nanopartikeln verwendet werden, die entweder mindestens einen
Wirkstoff und/oder eine Substanz enthalten, welche in der Diagnostik oder
chemischen Synthese relevant ist, oder leer sind (also keine solche Substanz

enthalten).

Das Verfahren nach Ausfihrungsform (1) kann wie folgt durchgefiihrt werden: Die
far die jeweilige Formulierung vorgesehenen Lipide (und ggf. Hilfsstoffe) sowie ggf.
ein oder mehrere Wirkstoff(e) werden trocken in ein geeignetes GefaB
(Mischbehélter) gegeben, anschlieBend wird die wasserige Komponente
hinzugegeben, die ggf. einen oder mehrere Wirkstoff(e) und weitere Hilfsstoffe
enthalt, und die Mischung ,gespeedmixt“. Es kann auch eine als feste Ldsung
vorliegende entsprechende (Lipid)Mischung, ggf. enthaltend einen oder mehrere
Wirkstoff(e), direkt als Lipidkomponente eingesetzt werden. Alternativ kann die
Zugabe der wésserigen Komponente auch dosiert wahrend der Homogenisierung in
der DAZ erfolgen. Auch die Vorlage der wasserigen Komponente und die Zugabe

der Lipidkomponente, ggf. in einem geeigneten Ldésemittel, ist mdglich.

Wenn Lipidmischungen eingesetzt werden, so kdnnen diese als Einzelkomponenten
oder als fertige Lipidmischungen (,feste Lésungen®, also Mischkristalle aus den
einzelnen Lipiden) fiir das Verfahren nach (1) eingesetzt werden (Bsp. 3). In beiden

Féllen werden lipidbasierte Nanopartikel erhalten.

Durch die hohe innere Reibung beim Speedmix-Prozess sowie die stark erhdhten
Kontakt-Ereignisse zwischen den entstehenden Partikeln und den einzuschlieBenden
Substanzen entstehen gemaB Verfahren (1) in kurzer Zeit wirkstoffbeladene
Nanopartikel. Wird die Menge der zugegebenen wasserigen Komponente niedrig
gehalten (was zu relativ hohen Lipid-Konzentrationen fihrt), dann entsteht eine

viskose Lipidpaste aus Nanopartikeln, wie sie z. B. aus der WO 96/005808 fur
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Liposomen-Gele (VPG) bekannt ist. Dieses Vorgehen hat in bestimmten Fallen den
Vorteil, dass — bedingt durch die hohe Lipidkonzentration und damit eine hohe
innere Reibung - besonders effizient kleine Partikel gebildet werden und im Fall von
Liposomen eine besonders hohe Einschlusseffizienz flir wasserldsliche Substanzen
erzielt werden kann (hoher Anteil eingeschlossener wasseriger Phase). Optional
kann nach Ende der Vesikelbildung nicht eingeschlossener Wirkstoff abgetrennt
werden. Wird nach der Vesikelbildung weiteres wésseriges Medium zugegeben und
(kurz) gespeedmixt, dann wird die entstandene hochkonzentrierte Dispersion
redispergiert (verdinnt), so dass im Fall von Liposomen eine normale liposomale

Dispersion entsteht, die aber immer noch eine hohe Einschlusseffizienz aufweist.

Die vorliegende Erfindung umfasst somit auch die Verdinnung einer bereits
vorgefertigten Dispersion lipidbasierter Nanopartikel, bevorzugt einer Liposomen-
dispersion, besonders bevorzugt eines VPG, durch Einarbeiten einer (zuséatzlichen)
wasserigen Komponente zwischen die Nanopartikel mit Hilfe einer DAZ
(Redispersion). Die lipidbasierten Nanopartikel kénnen dabei bereits einen oder
mehrere Wirkstoff(e) enthalten. Auch die Redispersion von Cremes und
Dispersionen mit festen Partikeln, insbesondere SiO,-Partikeln, ist méglich (Bsp. 9).
Hierbei wird das wésserige Medium entweder in einem oder mehreren Schritten
direkt zur vorhandenen Dispersion lipidbasierter Nanopartikel gegeben oder mit
Hilfe eines Mischbehalters der Ausflihrungsform (11) wahrend des Speedmixens
appliziert. Besonders vorteilhaft ist dieses erfindungsgemé&Be Verfahren einsetzbar
zur Redispersion von Gemcitabine-enthaltenden VPG (hergestellt durch
Hockdruckhomogenisation und anschlieBendes passive loading), um eine

injizierbare liposomale Dispersion zu erhalten (Bsp. 9A).

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt einfaches steriles Arbeiten: lediglich das
Abfiillen der Mischungsbestandteile in sterile GefdBe muss unter sterilen
Bedingungen erfolgen. Nach VerschlieBen der GefédBe kann das Speedmixen in
unsterilen R&umen stattfinden. Des Weiteren ist auch der Einsatz gefahrlicher
Substanzen, insbesondere von Zytostatika, radioaktiven Verbindungen (speziell
radioaktiven Lipiden und Wirkstoffen) zur Herstellung der Nanopartikel
vergleichsweise gefahrlos mdglich, da die Stoffe sich wahrend des
Vermischungsvorgangs in verschlossenen GefaBen befinden. Die Kontaminations-

gefahr fir Mensch und Maschine ist also bei Einsatz des Verfahrens sehr gering.

Mit dem  erfindungsgeméaBen Verfahren (1) und (2) kénnen hohe

Einschlusseffizienzen erreicht werden. Das erfindungsgeméaBe Verfahren erlaubt
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dartberhinaus eine schonende Behandlung der Probe und kann die Entstehung von
unerwinschten Bestandteilen deutlich reduzieren. So zeigt ein Vergleich der
Entstehung von Lyso-PC bei der Herstellung von Gemcitabin-enthaltenden
Liposomen mit der DAZ-Technik mit derjenigen bei Herstellung vergleichbarer
Liposomen durch passives Loading von mit Hilfe der Hochdruckhomogenisation
hergestellten Liposomen eine signifikant geringere Menge von Lyso-PC bei
Verwendung der DAZ-Technik (Bsp. 5D).

Das erfindungsgemaBe Verfahren nach (1) und (2) ist hinsichtlich der Verwendung
einer Mischhilfe, der Zentrifugiergeschwindigkeit, des Durchmessers des
verwendeten GefaBes, der Zentrifugierzeit und der Temperatur variierbar und
eignet sich somit zur gezielten Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln in
verschiedenen PartikelgréBen und Mengen (vgl. Bsp. 1 und 2). Bevorzugt haben die
Nanopartikel eine Partikelgr6Be von 5 bis 1000 nm, besonders bevorzugt von 15 bis
200 nm, ganz besonders bevorzugt von 20 bis 150 nm. Wenn ein Nanopartikel
definitionsgeman keine GréBe von 1000 nm haben darf, so bedeutet ,bis 1000 nm*
in diesem Kontext ,bis zu 1000 nm*, also kleiner als 1000 nm. Durch Variation der
variablen Parameter kénnen je nach Wunsch aus ein und derselben Ausgangs-
lipidmischung ganz gezielt unterschiedliche liposomale Formulierungen hergestellt
werden. Zudem ist es méglich, auch in GefdBen mit geringem Durchmesser zu
speedmixen, so dass auch Laborstandard-GefaBe wie EppendorfgefaBe® etc. fiir ein
Screening oder fir Aufgaben im Bereich der Molekularbiologie eingesetzt werden
kénnen. Insbesondere bei einer Erhéhung der DAZ-Zentrifugiergeschwindigkeit
und/oder Verkleinerung des Rickdrehverhéaltnisses ist bei kleinen
GefdBdurchmessern eine wesentliche Reduktion der Vesikelgréssen und eine

Verringerung der notwendigen Zentrifugierzeit zu erwarten.

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Verfahren lassen sich Liposomen-Gele und (nach
Redispergierung) liposomale Dispersionen herstellen, deren Eigenschaften den
Eigenschaften vergleichbar zusammengesetzter Liposomen-Gele und Dispersionen
aus Hochdruckhomogenisation ahneln (Bsp. 1, Fig. 5). Aufgrund der geringen
Anzahl von Partikeln > 1 pum sind nach dem erfindungsgemaBen Verfahren
hergestellte Produkte fir die parenterale Applikation geeignet (siehe Vergleich

Nutriflex® in Bsp. 1).

Zur Herstellung von Liposomen der Ausfiihrungsform (3) werden als Lipid-
komponente membranbildende Lipide (auch Amphiphile genannt) eingesetzt. Ihre

Herkunft (synthetisch oder aus natirlichen Quellen isoliert) ist fir ihren
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erfindungsgemaBen Einsatz irrelevant. Besonders bevorzugt sind Phospholipide,
Cholesterol und kationische Lipide, vor allem Phosphatidylcholin, Phospha-
tidylglycerin, Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylethanolamin
sowie Sphingomyelin. Ganz besonders bevorzugt ist Phosphatidylcholin (vgl. Bsp. 1
bis 9, 11, 13, 16). Die Fettsaurekohlenwasserstoffketten der Phospholipide kénnen
gesattigt oder ungesattigt und gleich oder unterschiedlich lang sein, bevorzugt sind
Kettenldangen von C12 bis C20, besonders bevorzugt Kettenlangen von C14 bis C18.
Die Auswahl von Phospholipiden mit bestimmten Fettsdurekompositionen ist z. B.
fur den Aufbau thermosensitiver Liposomen relevant. Liposomen kénnen auch sog.
Lyso-Phospholipide in ihren Membranen enthalten, die sich von Phospholipiden
durch das Fehlen einer Fettsaure in der sn-2-Position unterscheiden. Weitere
Phospholipide, aus denen bevorzugt Liposomen aufgebaut werden, sind Ceramide,
Kardiolipin, Tetraetherlipide und Etherphospholipide. Bei letzteren sind eine oder
zwei der Esterbindungen der Phosphophlipide durch Etherbindungen ersetzt. Fir
den Aufbau pH-sensitiver Liposomen hat sich die Kombination von DOPE und
CHEMS bewéahrt. Liposomen, die besonders rasch von sPLA2 abgebaut werden
kdénnen, bestehen z. B. aus Phosphatidylcholin, einer Stealth-Komponente (zum
Schutz vor RES-uptake) und einem negativ geladenen Phospholipid.

Eingesetzt werden kdénnen auch handelsibliche Gemische von Phospholipiden oder
Fraktionen solcher Gemische. Ein Beispiel ist das sog. Lecithin, das mindestens 20
% Phosphatidylcholin enthalten muB.

Eine besonders wichtige Lipidkomponente zum Aufbau von Liposomen ist
Cholesterol.

Als Lipidkomponente einsetzbar sind auch die sog. Stealth-Komponenten, mit
denen Liposomen vor der Aufnahme durch Zellen des RES geschitzt werden. Dies
kénnen z. B. Phospholipide sein, die an ihrem polaren Ende Polyethylenglycolketten
oder Polyglycerole tragen.

Es kénnen auch funktionalisierte Lipide eingesetzt werden, mit denen z. B. Proteine
oder Peptide an Liposomen gebunden werden kénnen (Kopplungslipide). Ein
Beispiel sind thiolreaktive Maleimidgruppen, die mit unterschiedlich langen PEG-
Spacern an membranbildene Lipidkomponenten angebunden sind. Auch
nichtkovalente Kopplungsprinzipien spielen eine Rolle, ein Beispiel ware Avidin-
Gruppen, die an membranbildenen Lipidkomponenten gebunden sind.

Mégliche Lipidkomponenten sind auch membranbildende Lipide, die chemische

Strukturen mit biologischer Funktion an ihrem hydrophilen Ende tragen. Beispiele
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fir derartige chemische Strukturen sind bestimmte Peptidsequenzen (z. B. fir die
Bindung an Zellen) oder Folsaure (fir Bindung an den Folsdure-Rezeptor).

Ferner kénnen als Lipidkomponenten auch andere membranbildende Amphiphile
eingesetzt werden wie beispielsweise Blockpolymere, Alkylester, -ether, -amide von
Zuckern, Diolen und Polyolen, Aminen, Aminosduren, Peptiden und Zuckern und

Cholesterol.

Weiterhin werden flir die Herstellung von Liposomen oft kationische Lipide als
Lipidkomponente eingesetzt. Diese kénnen sein DOTAP, DOTMA, DC-Chol, DOSPER,
DMRIE, DAC-30, DOGS, DORI, SpdC, SAINTS, oder aber auch Strukturen, die in EP
030055183.1 beschrieben sind, sowie die N,N,N-trialkylamino-2,3-propandiole, (WO
03/030945). Wichtige nichtkationische Lipidkomponenten bei der Herstellung

kationischer Liposomen sind DOPE und Cholesterol.

Fir die Herstellung von Liposomen gemaB Ausfliihrungsform (3) kann die
Lipidmischung so gewahlt werden, dass die Liposomen pH-sensitiv (z. B. durch
DOPE/CHEMS(Cholesterol-hemisuccinat)-Mischungen) oder empfindlich gegen
erhohte Temperaturen (Temperatur-sensitive Liposomen) werden. Die Mischung
kann auch so gewdahlt werden, dass die Liposomen besonders rasch von PLA2
abgebaut werden kénnen (PLA2-sensitive Liposomen).

Weiterhin kénnen Liposomen sterisch stabilisiert werden, z. B. durch Einbringen von
PEG-Ketten-enthaltenden Lipiden oder von Lipiden, die Polyglycerole als
Kopfgruppe tragen. Dadurch kdnnen die Liposomen vor einer zu raschen Aufnahme
durch Zellen des RES (retikulo-endotheliales System) geschitzt werden.

Es kénnen auch Lipidkomponenten eingebracht werden, die im lipophilen Teil oder
im hydrophilen Teil einen Fluoreszenzmarker oder ein Spin-Label tragen, ebenso

Lipide mit einer radioaktiven Markierung.

Liposomen der Ausfihrungsform (3) kénnen neutral, anionisch oder kationisch sein
(Tab. 3). Sie kénnen unabhéangig von der Ladung mit ein und demselben Wirkstoff
beladen werden (Bsp. 5C), was dessen Transport zu unterschiedlichen Zielregionen
einer Zelle oder eines Zellverbunds, eines menschlichen oder tierischen Kérpers,
Organs oder Koérpergewebes, einer Pflanze oder eines Pflanzenteils, oder einer
Reaktionsmischung ermdglicht. Von besonderem Interesse sind Liposomen mit
kationischen Lipiden (z. B. DOTAP), die besonders bevorzugt an aktiviertem
Endothel binden (z. B. Tumorendothelien), negativ geladene Liposomen, die an das
RES binden, und neutrale Liposomen, die sich Uber den EPR-Effekt in Tumorgewebe

einlagern kdénnen oder als systemisches Depot Wirkstoffe vor ihren raschen Abbau
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im Kérper schiitzen kénnen. Darliberhinaus kénnen die genannten Liposomen als

lokales Depot flir eine langsame Wirkstoffabgabe in den Kérper eingesetzt werden.

Weiterhin kénnen Lipide eingesetzt werden, mit deren Hilfe weitere Substanzen an
die Liposomen gebunden werden koénnen. Dies sind insbesondere sog.
Kopplungslipide, mit deren Hilfe man z. B. Antikérper, Antikérperfragmente und
andere Proteine, aber auch Peptide, an die Oberflache von Liposomen binden kann.
Dabei kann die Bindung chemisch erfolgen (z. B. via Maleimidgruppen an den
Kopplungslipiden und Thiolgruppen auf dem Antikdrper/Protein/Peptid). Die
reaktiven Gruppen kénnen auch durch |&ngere Spacer mit den Lipiden verbunden
sein (z. B. PEG-Ketten). Darilberhinaus kann die Bindung von Substanzen an die
Oberflache von Liposomen auch durch nicht kovalente Prinzipien erfolgen, wie z. B.
durch Avidin-Streptavidin-Kopplung.

Von besonderem Interesse sind auch Lipide, die bereits im polaren Kopf bestimmte
Peptide oder bestimmte Molekiile tragen, mit denen Bindung an bestimmte Zellen
oder Epitope mdglich ist (z. B. Folsaure-tragende Lipide; Bindung an
Folsaurerezeptor).

Fir den Einschluss von RNA ist es von Vorteil, RNAse-freie Lipide einzusetzen.

Die Konzentration der Lipidkomponente in den Liposomen gemé&B (3) betragt von 1
bis 600 mM, bevorzugt von 20 bis 600 mM, ganz besonders bevorzugt von 200 bis
600 mM.

Die folgenden Verbindungen kénnen in Liposomen gemaB Ausflihrungsform (3)
eingeschlossen werden (Bsp. 5):
- Proteine (z. B. Hamoglobin, Aloumin; Bsp. 5A)
- Vitamine (z. B. Tocopherol) und Antioxidantien
- Enzyme (z. B. Luciferase) und Enzyminhibitoren (z. B. sPLA2-Inhibitor, Bsp.
4C)
- Zytokine
- Nukleinsauren, vor allem RNA (Bsp. 5C), DNA, Plasmid-DNA, Antisense-DNA
und —RNA, siRNA, dsRNA
- Peptide (z. B. PSA-Peptide)
- Viren (z. B. onkolytische Viren)
- Cyclodextrine, auch solche, die Wirkstoffe enthalten
- Zell- oder Gewebelysate und deren Fraktionen
- Tumorlysate und deren Fraktionen

- Magnetische Nanopartikel
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- lonen, ATP, Salze (z. B. Kupfersalze)

- SiO,-Partikel (Bsp. 5F), z. B. fir Cremes

- Radioaktive Substanzen, fluoreszenzgelabelte Substanzen (Bsp. 4B)

- Niedermolekulare Verbindungen (z. B. Trypanblau; Bsp. 5B)

- Wirkstoffe und Diagnostika, u.a. Antidstrogene, Antibiotika, Analgetika,
Antirheumatika, Antiallergika, Antibiotika (u.a. Amphotericin B, Cyclosporin,
Buparvaquon und Atovaquon), Antiinfektiva, antiparasitische und
antiinflammatorische Wirkstoffe, Chemotherapeutika, Antiepileptika,
Antimykotika, Corticoide, Dermatika, Diagnostika, Hamostypika,
Antihdmorrhagika, Hypnotika, Sedativa, Hormone, Peptide, Hormoninhibi-
toren, Immuntherapeutika, Zytokine, Lokalanaesthetika, Migranemittel,
Narkotika, Ophthalmika, Psychopharmaka, Schilddriisentherapeutika, Sera,
Immunglobuline, Impfstoffe, Metastasehemmer, Proteine, Prostaglandine,
Proteinkinase-Inhibitoren und andere |Inhibitoren wichtiger =zelluldrer
Signalwege (insbesondere im Tumorgeschehen), Metallocene, Zytostatika,
Lipid-Wirkstoff-Konjugate; bevorzugte Wirkstoffe sind Antibiotika (v.a.
Anthrazykline), Antiparasitika, Zytostatika, Antiinflammativa, Antiinfektiva
und Substanzen, mit denen sich Ublicherweise keine lagerfédhigen Liposomen
herstellen lassen.

Bevorzugt erfolgt der Einschluss in Liposomen durch Zugabe der Verbindungen in
wasseriger Loésung/Dispersion zu einer Lipid(mischung) und anschlieBende
Anwendung des Verfahrens (1) oder (2). Die Verbindungen kdénnen ungeachtet
ihrer physikalischen Eigenschaften rasch und mit hoher Effizienz eingeschlossen

werden.

Bevorzugt wird das erfindungsgeméaBe Verfahren (1) zum Einschluss von

Wirkstoffen in Liposomen angewandt.

Insbesondere geeignet ist das erfindungsgeméaBe Verfahren (1) und (2) zum
Einschluss empfindlicher und/oder kurzlebiger Substanzen in Liposomen, mit denen
sich Ublicherweise keine lagerfahigen Liposomen herstellen lassen bzw. Substanzen,
die sich negativ auf die Stabilitat der Lipidkomponente auswirken. Hierzu z&hlen vor

allem:
- hydrolyseempfindliche Verbindungen und Wirkstoffe, bevorzugt Alkylantien
incl. Bendamustin  (Bsp. 5E), Cyclophosphamid, Mafosfamid und

Platinverbindungen wie Cis-Platin oder Oxaliplatin
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- kurzlebige Substanzen wie die in der Diagnostik eingesetzten radioaktiv
markierten Verbindungen oder Verbindungen, die fir die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET)-Diagnostik eingesetzt werden

- Substanzen, die leicht Uber (Liposomen)-Membranen diffundieren und daher
meist via passive loading in die Liposomen eingeschlossen werden, bei
diesem Prozess aber selbst instabil sind oder eine Instabilitat der
Lipidkomponente verursachen, einschlieBlich der Zytostatika Gemcitabine
(Bsp. 5D), Vincristin, Vindesin, Vinblastin, 1-B-D-Arabinofuranosylcytosin
(Ara-C).

Hydrolyseempfindliche Verbindungen kommen bislang oft nur lyophylisiert in den
Handel, nicht jedoch als liposomale Formulierung. Ein wesentlicher Aspekt der
Erfindung ist die Verwendung hydrolyseempfindlicher Zystostatika, mit denen sonst
keine liposomalen Formulierungen hergestellt werden kénnen, einschlieBlich
Alkylantien, Platin-Verbindungen, Bendamustin und Mafosfamid. Die rasche
erfindungsgemaBe Herstellung der Nanopartikel und schonende Verwendung durch
rasches (klinisches) Redispergieren stellt sicher, dass auch solche Wirkstoffe in eine

Dispersion eingearbeitet werden kdénnen.

Das Verfahren nach (1) oder (2) ist ferner geeignet, Wirkstoffe sehr rasch, effektiv
und gleichmaBig in ein vorgefertigtes Liposomen-Gel wie z. B. ein VPG oder SLN
einzuarbeiten und kann damit sowohl zur Einarbeitung wasserunléslicher Wirkstoffe
als auch zur Vorbereitung des passiven Loadings verwendet werden (vgl. Bsp. 6,

Bsp. 8). Von den wasserunléslichen Wirkstoffen ist Amphothericin B bevorzugt.

Das Einarbeiten von Wirkstoffen als Voraussetzung flir das passive loading wurde
bisher durch Schiitteln der VPG-Masse mit der Wirkstofflésung oder durch
Verrihren mit einem Rlhrer oder Spatel bewerkstelligt (EP 1087752). Ziel ist beim
Einarbeiten eine madglichst gleichmaBige Verteilung des Wirkstoffs zwischen den
Vesikeln. Dieser Einarbeitungsschritt ist insofern kritisch, als er unter sterilen
Bedingungen erfolgen sollte, da nach dem Einarbeiten des Wirkstoffs in das VPG
Ublicherweise kein Sterilisationsschritt mehr erfolgt (bzw. bei Gemcitabine als
Wirkstoff nicht erfolgen darf, da Gemcitabine unter Autoklavierbedingungen die
Phospholipidhydrolyse katalysiert). Auch durch Schitteln Iasst sich der Wirkstoff
gleichméBig im VPG verteilen; das hat den Vorteil, das dies im geschlossen GefaB
und damit steril durchgefihrt werden kann. Dazu ist eine Schittelhilfe (z. B.
Glasperlen) notwendig, die bereits beim Einflllen des VPG in das GefaB zugesetzt
wird. Der Schuttelvorgang kann dann auf einem Laborschuttler (z. B. Typ

Mikrodismembrator, Braun Melsungen) durchgefiihrt werden. Er bendtigt allerdings
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lange Zeit und ist aufgrund der Gerduschentwicklung stérend fir das
Labor/Apotheken/Stationspersonal. Der Vorgang sollte liberdies iberwacht werden,
da aufgrund der bewegten Massen Schiittler leicht ,wandern“ und vom Tisch fallen

kdédnnen.

Demgegeniiber hat das erfindungsgemaBe passive Loading-Einarbeiten den Vorteil,
dass das Einarbeiten vergleichsweise schnell erfolgt (Bsp. 8) und somit sehr

schonend und zugleich zeitsparend ist.

Ein Aspekt des Verfahrens gemaB (3) ist folglich die Einarbeitung von Wirkstoffen in
vorgefertigte VPG zur Vorbereitung des passiven Loadings. Es eignet sich zur
Herstellung von wirkstoffhaltigen VPG fir klinische Anwendungen, fir préklinische
Untersuchungen (z. B. Tierexperimente) wund fir in vitro-Untersuchungen
(biologisch oder biophysikalisch; Stabilitatsuntersuchungen). Das Verfahren ist auch
fir Screenings geeignet, bei denen z. B. eine fir eine Anwendung besonders
geeignete Wirkstoff/Lipidkomponenten-Kombination oder ein optimales Verhéaltnis
zwischen Lipidkomponente und Wirkstoff erarbeitet werden soll. Des Weiteren ist
das Verfahren unter sterilen Bedingungen durchfiihrbar, was vor allem flr die
Herstellung von wirkstoffhaltigen VPG zur Untersuchung an lebenden Organismen
notwendig ist. Insbesondere kann dieses Verfahren zur Einarbeitung von
empfindlichen Wirkstoffen in Lipidvesikel verwendet werden, vor allem von
Gemcitabine, Vincristin, Vindesin und Platinverbindungen (s. oben). Die Wirkstoffe
kénnen dazu fest oder in Ldsung eingesetzt werden, wobei der Einsatz als Ldsung

bevorzugt ist.

Wirkstoffhaltige Liposomen werden oft durch die sog. Injektionsmethode
(Injektionstechnik) hergestellt, da dieser Prozess groBtechnisch durchflihrbar ist.
Insbesondere ist diese Methode von Vorteil, wenn lipophile Wirkstoffe, die sich
ublicherweise in die Membran von Liposomen ein- oder anlagern, in Liposomen
eingeschlossen werden sollen. Beim Injektionsverfahren wird die Lésung von
Lipidkomponente (und optional auch des Wirkstoffes) in einem organischen
Lésungsmittel (vorzugsweise Ethanol oder Diethylether) in eine gut geriihrte
wasserige Phase ,injiziert*. Wegen des erforderlichen Rihrens wird auch im Labor
meist in einem etwas groBerem MafBstab, vorzugsweise mit wasserigen Volumina
von mindestens 10 ml gearbeitet. Um die Injektionsmethode auch zum Screening z.
B. von geeigneten Wirkstoff/Lipidkomponenten-Kombinationen zu verwenden, ware
eine Ausfihrung im Milliliter-MaBstab und geringer winschenswert. Dies wird durch

die Anwendung des Verfahrens (1) erreicht. Hierzu wird der Mischbehélter der
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Ausfihrungsform (11) eingesetzt. In einer der Kammern befindet sich dabei die
wasserige Lésung, in einer zweiten Kammer das organische Lésungsmittel mit der
Lipidkomponente. Durch die Zentrifugalkrafte in der DAZ wird das Volumen der
oberen Kammer wahrend des Speedmixens in die untere Kammer gedriickt. Bei
einer Anordnung, die der klassischen Injektionsmethode gleicht und bei der das
organische L6sungsmittel in die wasserige Phase injiziert wird, bilden sich so z. B.
Liposomen (Bsp. 11C). Interessanterweise kann dieser Prozess auch umgekehrt
durchgefiihrt werden, d. h. die wéasserige Phase wird in die organische Phase
injiziert. Bei der Zugabe von einer geringen Menge an wasseriger Phase wahrend
des Speedmixens mit Hilfe des Mehrkammersystems wird zunéchst eine viskose,
Formulierung erreicht, bei nochmaliger Zugabe von wasseriger Phase und
nochmaligem Speedmixen ergibt sich eine einheitliche liposomale Formulierung
(Bsp. 11A).

Die Injektionsmethode ist jedoch auch ohne Applikator oder ein
Mehrkammersystem der Ausfihrungsform (11) durchfihrbar. Hierzu wird zur
organischen Phase, welche die Lipidkomponente enthélt, die wasserige Phase in
kleinen Schritten zugefligt und zwischendurch gespeedmixt (Beispiel 11B). Dabei
entsteht zunachst eine viskose, abschlieBend bei vollstdndige Zugabe der
wasserigen Phase eine einheitliche liposomale Dispersion mit vergleichbaren
VesikelgréBen wie bei Verwendung eines Mischbehalters der Ausfihrungsform (11)
(Bsp. 11A). Die Injektionsmethode ist insbesondere fir Screenings geeignet, v.a.
zum Einschluss lipophiler Substanzen in Liposomen und in kleinen AnsatzgrdBen

und/oder automatisiert.

Das Verfahren gemaB Ausfihrungsform (1), die Mischvorrichtung gemas (10) und
der Mischbehélter gemaB (11) kann auch genutzt werden, um bereits hergestellte
lipidbasierte Nanopartikel oder partikelhaltige Mischungen zu redispergieren
und/oder zu verdinnen. Dies gilt auch flir viskose Mischungen und Mischungen, die
Feststoffpartikel enthalten (Bsp. 9). Die Zugabe des Verdinnungsmediums kann
dabei wahlweise direkt oder mit Hilfe eine Applikators erfolgen. Bevorzugt wird
hierfir ein Mischbehdalter wie in  Ausfihrungsform (11) oder ein vergleichbar
aufgebautes MischgefaB als Applikator eingesetzt. Dieser Aspekt der Erfindung ist
insbesondere von Bedeutung flir die Vorbereitung von wirkstoffhaltigen VPG (z. B.
Gemcitabine- oder Vincristine-enthaltenden VPG) flur die Applikation (z. B. am
Patienten). Hierzu wird i.d.R. eine injizierbare Formulierung bendétigt, wozu die
VPG-Formulierung redispergiert/verdiinnt werden muB. Dies gelingt einfach durch

das hier beschriebene Verfahren und hat hinsichtlich der Durchfihrungsgeschwin-
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digkeit, der Sicherheit des Verfahrens und der Einfachheit deutliche Vorteile

gegenliber dem bisher eingesetzten Schiittelverfahren.

Bedeutung hat die erfindungsgeméaBe Redispersion insbesondere auch fir die
Anwendung auf SiO,-Dispersionen. Siliziumdioxid-Dispersionen werden traditionell
eingesetzt zur Vorbeugung von brichigen Fingernédgeln und Haaren, zur Kraftigung
des Bindegewebes und in verschiedenen anderen Anwendungen. Eine typische
Formulierung ist hier z. B. einer Dispersion von 2 bis 3 g Kieselsdureanhydrid/100
ml Wasser. Die in solchen Formulierungen vorhandenen Siliziumdioxid-Kristalle
neigen zur Aggregation, was u.a. dadurch gezeigt werden kann, das eine
GréBenbestimmung einer in Wasser aufgeschlammten Siliziumdioxid-Dispersion mit
Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) aufgrund der vorhandenen
groBen Teilchen nicht mdéglich ist. Um die offensichtlich entstandenen nicht
kovalenten Aggregate von Siliziumdioxid-Partikeln zu trennen, kann das Verfahren

nach (1) verwendet werden (vgl. Bsp. 9E).

Uberraschenderweise ist das Verfahren nach (1) sogar geeignet, die
Hochdruckhomogenisation zu verbessern. Um VPG und andere Dispersionen durch
Hochdruckhomogenisation herzustellen, werden die Lipide/Lipidmischungen oder
andere Substanzen (blicherweise zuvor mit der notwendigen Menge wasserigem
Medium  rehydratisiert/verrihrt. Bei diesem einfachen Vermengen von
Substanz/Lipid und wésserigem Medium entsteht keine homogene Dispersion. Aus
diesem Grunde verlaufen die ersten Zyklen bei der Hochdruckhomogenisation oft
ungleichméaBig. Erst nach etwa drei Zyklen erscheint die Mischung homogen. Eine
deutliche Erleichterung und auch Verbesserung des
Hochdruckhomogenisationsverfahrens kann erreicht werden, wenn die Substanz
bzw. die Mischung aus Lipid und wé&sserigem Medium vor der
Hochdruckhomogenisation in einer DAZ behandelt wird und dadurch bereits bei
Beginn der Hochdruckhomogeniation homogen ist. Dadurch kann dieser Prozess
beschleunigt werden, es kénnen zumindest die ersten Zyklen eingespart werden.

Dies wurde am Beispiel der Herstellung eines VPG gezeigt (Bsp. 13).

Fir die Ausfihrungsformen (1), (2), (3), (7), (8) und (15) der Erfindung sind als

lipidbasierte Nanopartikel VPG besonders bevorzugt.

Die durch das Verfahren gemaB Ausfihrungsform (4) herstellbaren SLN bestehen
aus mindestens einem festen Lipid, bevorzugt einem Triglycerid oder Wachs, und in
einem bevorzugten Aspekt zusatzlich aus mindestens einem Emulgator/-Stabilisator

oder Tensid. Zur Herstellung gemaB (4) werden prinzipiell das feste Lipid und
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optional ein geeigneter Emulgator/Stabilisator in einer relativ geringen Menge der
wasserigen Komponente auf eine geeignete Temperatur erwdrmt. Dies ist diejenige
Temperatur, bei der das feste Lipid in flissiger Form vorliegt und der
Emulgator/Stabilisator seine Emulgationseigenschaften entfalten kann.
Vorzugsweise liegt diese Temperatur Gber der Raumtemperatur. Die entstandene -
vorzugsweise viskose - Mischung wird gespeedmixt. Nachdem sich die gewlinschte
SLN-Dispersion gebildet hat, wird durch Zugabe weiterer wasseriger Komponente
und kurzem Speedmixen die SLN-Dispersion auf eine gewilinschte Konzentration
eingestellt und bei niedrigen Temperaturen belassen, bis die SLN ausgehéartet sind
(Bsp. 15). Fir die Herstellung von SLN werden bei RT feste Lipide verwendet und
der Anteil der Lipidkomponente ist in der Regel hoch. Das bedingt die Durchfihrung
der SLN-Herstellung bei Temperaturen, die bevorzugt mindestens der
Schmelztemperatur der Lipidkomponente entsprechen und daher in der Regel

deutlich Gber Raumtemperatur (RT) liegen.

Beispiele flir bei RT feste Lipide, die fiir SLN-Herstellung geeignet sind:

Karnaubawachs, Hydroxyoctacosanylhydroxysterat, chinesisches Wachs, Cetyl-
palmitat, Bienenwachs und &hnliche Wachse. Weitere Beispiele fiir feste Lipide sind
C20-40 Di- und Triglyceride mit gesattigten und ungesattigten Fettsduren, C20-40

Fettalkohole, C20-40 Fettamine und ihre Verbindungen sowie Sterole.

Beispiele fiir Detergentien/ Tenside/Emulgatoren/Stabilisatoren in SLN:

- Lecithine, Polyethoxysorbitanester (Tween®-Typen), wie beispielsweise
Laurat (Tween® 20/21), Palmitate (Tween® 40), Stearate (Tween® 60/61),
Tristearate (Tween® 65). Oleate (Tween® 80/81) oder Trioleate (Tween® 85),
Natriumglykocholat und Natriumlaurylsulfat (SDS) sowie die
Sorbitanfettsiureester (Span-Typen) und TritonX®100.

- Sterisch stabilisierende Substanzen wie Poloxamere und Poloxamine,
ethoxylierte Sorbitanfettsaureester, besonders Polysorbate (z. B. Polysorbat
80 bzw. Tween® 80), ethoxylierte Mono- und Diglyceride, ethoxylierte Lipide,
ethoxylierte Fettalkohole oder Fettsauren, Ether und Ester von Zuckern oder
von  Zuckeralkoholen mit Fettsduren oder Fettalkoholen (z. B.
Saccharose(di)stearat, -laurat, -octanoat, -palmitat, -myristat)

- Alkohole und Alkoholderivate mit lipophilen Regionen wie z. B. Tyloxapol

- Geladene ionische Stabilisatoren wie Diacetylphosphate, Phosphatidyl-
glycerin, Lecithine unterschiedlicher Herkunft (z. B. Ei- oder Sojalecithin),
chemisch modifizierte Lecithine (z. B. hydrierte Lecithine), synthetisch

hergestellte Lecithine, genauso Phospholipide und Sphingomyeline, Mischung
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von Lecithinen mit Phospholipiden, Sterolen (z. B. Cholesterol und
Cholesterolderivate, Stigmasterin) und ebenfalls gesattigte und ungeséattigte
Fettsauren, Natriumcholat, Natriumglykocholat, Natriumtaurocholat,
Natriumdesoxycholat oder ihrer Mischungen, zwitterionische Tenside wie z.
B. CHAPSO oder CHAPS sowie kationische Tenside wie
Benzyldimethylhexadecylammoniumchlorid oder Cetylpyridiniumchlorid.
Besonders bevorzugt sind als Bestandteil der Lipidkomponente Emulgatoren,
welche gleichzeitig auch Wirkstoffe sind, insbesondere das Lungensurfactant

Tyloxapol.

Wirkstoffe, die fur das erfindungsgemé&Be Einarbeiten in SLN und/oder zur
erfindungsgemaBen Herstellung Wirkstoff-enthaltender SLN geeignet sind, sind
vorzugsweise in Wasser unlésliche Wirkstoffe und Wirkstoffe, die in der festen
Lipidmatrix dispergiert oder gelést werden kdénnen (slow release Formulierung). Von
den in Wasser unldslichen Wirkstoffen besonders bevorzugt sind Taxane,

Amphotericin B, Campthotecin und Dekapeptide wie z. B. Cetrorelix®.

Das Verfahren zur Herstellung von Emulsionen (SME) gemaRB Ausfiihrungsform (5)
kann prinzipiell gem&B den beiden folgenden Vorgehensweisen erfolgen (Bsp. 14):
Bei einer Vorgehensweise werden alle notwendigen Komponenten, i.d.R. eine
Lipidkomponente (z. B. ein Triglycerid-Ol), ein Emulgator und eine wasserige
Komponente, in ein geeignetes GefaB gegeben und die Mischung gespeedmixt.
Vorzugsweise wird eine Dispergierhilfe verwendet, insbesondere Glasperlen. Es
bildet sich nach wenigen Minuten die gewlinschte Emulsion (Bsp. 14A). Bei der
zweiten Vorgehensweise werden Lipidkomponente und Emulgator(en) sowie eine
geringe Menge der wésserigen Komponente zusammengegeben und - vorzugsweise
mit einer Dispergierhilfe - gespeedmixt. Dabei bilden sich Emulsionen mit kleinen
Trépfchendurchmessern, auch bei Verwendung einer geringen Emulgatormenge.
Durch Zugabe von zusatzlicher wasseriger Komponente und nochmaliges
Speedmixen wird die Emulsion auf die gewlinschte Konzentration eingestellt (Bsp.
14B). Beide Verfahren kénnen bei héheren Temperaturen als Raumtemperatur

durchgefihrt werden.

Emulsionen, die nach dem Verfahren gem&B Ausflihrungsform (5) hergestellt
werden, enthalten vorzugsweise 10-20 % Ol und sind mit 0,5 — 2,5% Lecithin,
vorzugsweise Ei- oder Sojalecithin, stabilisiert. Diese SME kénnen statt mit Lecithin

auch mit Polymeremulgatoren stabilisiert werden. Solche Emulgatoren sind oft
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vorteilhaft hinsichtlich ihrer héheren chemischen Stabilitdt und hinsichtlich ihrer

besseren Toleranz gegenlber Elektrolyten.

Beispiele fiur Polymeremulgatoren sind: Proteine wie z. B. Albumin, Casein oder
Gelatine, Proteinderivate wie Kollagenhydrolysat-Tenside, Celluloseether wie
Methylcellulose oder Methylhydroxyproplylcellulose (MHPC), Polysiloxan-polyalkyl-
polyether-Copolymere, natlrliche Polysaccharide wie z. B. arabisches Gummi,
Polyoxyethylen-polyoxypropylen-Blockcopolymere wie die Poloxamere oder die

Polyacrylat-polyalkylacrylat-Crosspolymere wie die Pemulene.

Bevorzugte Ole als Lipidkomponente fiir erfindungsgemaBe Emulsionen sind
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Sojadl, Olivenél, Saflorél (Disteldl) und
anderen Pflanzendlen, langkettigen Triglyceriden (LCT), mittelkettigen Triglyceriden
(MCT), wie z. B. Miglyole, Fischélen und Olen mit einem erhdéhten Anteil an
ungesattigten Fettsduren, acetylierten Partialglyceriden, wie in Stesolid®. Diese Ole

kénnen einzeln oder als Mischungen eingesetzt werden.

Wirkstoffe, die in gemaB (5) hergestellten Emulsionen enthalten sind, sind
vorzugsweise in Wasser unlésliche Wirkstoffe. Besonders bevorzugt sind Taxane,

Amphotericin B, Campthotecin und Dekapeptide wie z. B. Cetrorelix®.

Das Verfahren nach (1) eignet sich auch zu Herstellung von Lipoplexen. Lipoplexe
werden heute oft flir den nicht-viralen Transfer von genetischem Material (z. B.
Nukleinsduren, DNA, cDNA, RNA, antisense RNA, antisense DNA, dsRNA, siRNA) in
Zellen eingesetzt. Hierzu missen die Lipoplexe aus Lipidkomponenten, die
ausschlieBlich oder nur zum Teil aus kationischen Lipiden bestehen, durch
Inkubation mit dem genetischen Material hergestellt werden. Ein Problem der
Lipoplexbildung ist ihre uneinheitliche Bildung, wodurch der Prozess des
Nukleinsduretransfers in die Zellen und auch ihr in vivo-Verhalten beeinfluBt
werden kann. Dies begrindet sich z.T. durch die initial stark unterschiedlichen
Konzentrationen von  Kkationischer und anionischer Komponente beim
Zusammengeben von Nukleinsduren und Lipidkomponente und durch den sehr
schnellen Vorgang der elektrostatischen Assoziation. Dadurch entstehen initial
Lipoplexe, die statistisch zu viel Nukleinsdurekomponente und solche, die statistisch
zuviel Lipidkomponente enthalten. Da nach einer ersten Bindung diese
Komponenten offensichtlich nicht mehr zu trennen sind, entwickeln sich aus diesen
Primarkomplexen die endgultigen Lipoplexe mit dann hdchst unterschiedlichen
Eigenschaften. Dies kann auch an den unterschiedlichen GréBen der Lipoplexe nach

ihrer Herstellung abgelesen werden.
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Es fehlte also bislang an einem Verfahren, bei dem rasch und insbesondere im
kleinen MaBstab eine homogene Vermischung von Lipid und Nukleinsaure-
komponente realisiert werden kann mit dem Ergebnis gleichmé&Biger Lipoplexe. Dies
gelingt durch den Einsatz des Verfahrens nach (1). Dabei kann auf mehrere

erfindungsgeméaBe Arten vorgegangen werden:

Bei Einsatz des Zweikammersystems (Fig. 4) mit einem Loch 68 zwischen den
Aufnahmerdumen 50 und 52, das nach Start des Mischvorgangs entweder ein
rasches oder ein langsames und gleichmaBiges Durchtreten des Flissigkeits-
volumens der oberen in die untere Kammer erlaubt, wird in die untere Kammer
eine Nukleinsaure-L6sung gegeben, in die obere Kammer eine Dispersion
kationischer Liposomen. Nach Start des Mischvorgang treten die kationischen
Liposomen zur Nukleinsdure-Lésung dber, wodurch einheitliche Lipoplexe
entstehen. Dieses Verfahren kann auch bei umgekehrter Vorlage (Nukleinsdure in

Aufnahmeraum 52, Liposomen in Aufnahmeraum 50) durchgefiihrt werden.

Bei Einsatz eines Dreikammersystems, in dem der zweite Aufnahmeraum 52 in Abb.
4 doppelt ausgefiihrt ist oder durch eine Trennwand in zwei Kammern unterteilt ist
und jede der Kammern/Aufnahmerdume 52 eine Austritts6ffnung aufweist, werden
die Dispersion mit den kationischen Lipiden sowie die Nukleinsdurelésung in je eine
der Kammer/Aufnahmeraume 52 eingeflllt und das Mehrkammersystem
gespeedmixt. Durch dieses Verfahren werden die beiden Komponenten in der
unteren Kammer unter g¢leichmaBigem Mischen zusammengefiihrt, wodurch

einheitliche Lipoplexe entstehen.

Als Nukleinsdure werden zur erfindungsgeméaBen Herstellung von Lipoplexen
bevorzugt cDNA, siRNA oder dsRNA verwendet.

Durch die reproduzierbare und gleichmaBige Herstellung von Lipoplexen und die
Méglichkeit des sterilen Arbeitens ist das hier beschriebene System insbesondere

auch far klinische Anwendungen im Bereich der Gentherapie geeignet.

Das erfindungsgeméaBe Verfahren kann genutzt werden zur Herstellung von
lipidbasierten Nanopartikeln, insbesondere von Liposomen, aber auch von Emul-
sionen und SLN, ohne dass vertieftes Fachwissen zur Technologie nétig wéare. Dies
gilt speziell bei Verwendung des Kits gemaB Ausfihrungsform (9). Dies ist von
Vorteil in medizinischen, pharmazeutischen und molekularbiologischen Labors, bei
denen zwar oft der Bedarf nach Einschluss bestimmter Substanzen (z. B. Proteine,
Antik6rper, Peptide, DNA, siRNA, Inhibitoren) in lipidbasierte Nanopartikel — z. B.

fir die Uberwindung der Zellmembran — besteht, aber weder die erforderlichen
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Kenntnisse Uber Herstellung und/oder Beladung lipidbasierter Nanopartikel noch
das Equipment vorhanden ist. Dieses Problem kann gelést werden durch
Bereitstellung von vorgefertigten Kits gemaB (9), bei denen bevorzugt in kleinen
GefaBen (z. B. Eppis) bereits vorgefertigte lipidbasierte Nanopartikel oder geeignete
Lipide zur erfindungsgeméaBen Herstellung solcher Nanopartikel enthalten sind. Der
Anwender muB nur noch eine Testsubstanz (als Losung oder Festsubstanz) in das
GefaB geben, den Speedmix-Prozess starten und anschlieBend inkubieren und/oder
durch Zugabe von wasserigem Medium die lipidbasierten Nanopartikel verdinnen.
Vergleichbares gilt fiir die Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln, wie sie z. B.

in technologischen Labors erforderlich sind.

Das Verfahren nach (1) erdéffnet einen neuen Anwendungsbereich fir lipidbasierte
Nanopartikel, namlich die Einarbeitung instabiler, insbesondere
hydrolysegefahrdeter Wirkstoffe und anderer kurzlebiger Substanzen, insbesondere
aus der Gruppe der Diagnostika, unmittelbar vor ihrer Applikation wie z. B. die
Herstellung einer Injektion direkt am Krankenbett. Klinische Anwendungen von
Nanopartikeln, die instabile Substanzen enthalten, sind wegen ihrer bekannten
Lagerinstabilitdt bislang nicht bekannt. Dies gilt insbesondere fir liposomale

Formulierungen.

Trotz limitierter Haltbarkeit kénnen lipidbasierte Nanopartikel bei Anwendung des
erfindungsgeméaBen Verfahrens mit Wirkstoff beladen und fiir die Behandlung von
Patienten benutzt werden. Dazu wird eine frisch hergestellte Wirkstoff-Ldsung (aus
lyophilisierter Substanz) zu einer geeigneten, sterilen Lipidkomponente gegeben
und anschlieBend in einer DAZ das lipidbasierte Nanopartikel hergestellt. Das
entstandene, wirkstoffhaltige Nanopartikel kann dann direkt durch Zugabe eines
physiologisch vertréglichen Mediums (z. B. 0,9 %ige Kochsalzlésung) verdinnt und
dann verabreicht werden, z. B. durch Uberfiihrung in einen Injektionsbeutel. Der
Zeitraum der Herstellung der wirkstoffhaltigen Liposomen ist dabei so kurz, dass
kaum Hydrolyse des Wirkstoffs stattfinden kann. Besonders geeignet ist dieses
Verfahren flir hydrolyse-instabile Zytostatika, bevorzugt Alkylantien (Bsp. 5E).
Dieses Verfahren kann jedoch auch mit weiteren empfindlichen Substanzen
eingesetzt werden, z. B. mit oxidationsempfindlichen Substanzen oder kurzlebigen

Diagnostika.

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zum Screening (6) nach geeigneten
Nanopartikeln far den EinschluB von Wirkstoffen (z. B. fir Wirksamkeits-

untersuchungen an Tieren oder in vitro) oder fiir den Bereich der Formulierungs-
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entwicklung, insbesondere flir den Bereich der Praformulierung, eingesetzt werden.
Dabei werden in Testreihen systematisch verschiedene Lipidkomponenten und/oder
deren Mischungen eingesetzt, um eine optimale Formulierung fir einen bestimmten
Wirkstoff zu identifizieren. Auch ein optimales Wirkstoff/Lipidkomponenten-
Verhaltnis kann durch ein derartiges Screening ermittelt werden (Bsp. 6). Des
weiteren ist das Screening nach Hilfsstoffen und nach der optimalen Gestaltung des
Verfahrens (1) méglich. Fir das Screening bevorzugt ist der Einsatz

erfindungsgemaBer Kits der Ausfihrungsform (9).

Das Screening gemaB Ausfiihrungsform (6) umfasst auch den Einsatz des
erfindungsgeméaBen Verfahrens (1) in einem Robotersystem (z. B. Tecan®-
Pipettierroboter Genesis 150). Es enthédlt einen oder mehrere Schritt(e) zur
automatisierten Herstellung der lipidbasierten Nanopartikel mit Hilfe einer DAZ.
Besonders geeignet ist hierzu die Injektionsmethode. Eine bevorzugte Anwendung
des erfindungsgeméaBen Screenings ist das Screening von Lipoplexen auf deren
Transfektionseigenschaften, wie es in Regelin, A.E. et al., J. Biomol. Screening
6(4):245-254 (2001) beschrieben ist.

Der Kit gemé&B Ausfihrungsform (9) umfasst Komponenten zur Durchfihrung der
erfindungsgemaBen Verfahren.

In einem Aspekt sind dies vorgefertigte lipidbasierte Nanopartikel, insbesondere
Liposomen-Gele, hochkonzentrierte Emulsionen oder hochkonzentrierte SLN. |hre
Zusammensetzung richtet sich nach dem Anwendungsbereich des Kits. So enthalt
ein Kit zur Durchfihrung des passive loading VPG, wahrend zum Screening der
Substanzaufnahme bei lipophilen Substanzen stattdessen oder zuséatzlich auch SLN
oder Emulsionen enthalten sein kénnen. Vorgefertigte Nanopartikel in diesem Sinne
sind auch NanoSolve, Ultraspheres®, Ceraspheres® (Lipod GmbH, Ludwigshafen,
Deutschland) und Supravail™ (Phares Drug Delivery AG, Schweiz).

In einem weiteren Aspekt enthalt der Kit (9) mindestens eine zur Durchflihrung des
erfindungsgemaBen Verfahrens geeignete Lipidkomponente zum direkten Einschluss
von Substanzen mittels des Verfahrens (1) sowie optional mindestens eine
wasserige Komponente oder die nichtwasserigen Bestandteile der wasserigen
Komponente. Die Komponenten kénnen auch als Prédmixe enthalten sein. Solche
Kits sind nutzbar zum Screening insbesondere im Bereich der Praformulierung, in
der biomedizinischen Forschung und zur Herstellung von Nanopartikeln flr die

Wirkstoffapplikation im Rahmen der Zubereitung eines Medikamentes.
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Insbesondere in der biomedizinischen Forschung kann der Kit =zusatzlich
fluoreszierende oder radioaktive Verbindungen und Lipidkomponenten enthalten.

In wiederum einem weiteren Aspekt enthdalt der Kit (9) einen Mischbehalter der
Ausfihrungsform (11) und/oder ist zur Durchfihrung der Injektionsmethode
geeignet. In derartigen Kits kann die Lipidkomponente nicht nur als Reinsubstanz,
sondern auch in einem geeigneten Losungsmittel enthalten sein. Ein solcher Kit ist
bevorzugt nutzbar zum Einschluss lipophiler Substanzen insbesondere in
Liposomen, des weiteren zum Screening (6) im Bereich der Préformulierung und
bei der Suche nach optimalen Kombinationen und/oder Konzentrationsverhaltnissen

von Wirkstoff und Lipidkomponente.

Der Kit enthaltend einen Mischbehalter der Ausfihrungsform (11) kann auch fir die
Lipoplex-Herstellung verwendet werden. Bevorzugt enthdlt er einen Zwei- oder
Dreikammer-Mischbehalter gemaB (11), in welchem die kationischen Liposomen
bereits enthalten sind. Jedoch kénnen die kationischen Liposomen auch getrennt
von dem Mischbehélter gem&B (11) enthalten sein. Des weiteren kénnen die
kationischen Liposomen auch in situ aus den (dann im Kit enthaltenen)
entsprechenden Lipiden hergestellt und in einem nachgeschalteten Schritt die
Nukleinsaurelésung zugegeben werden.

Des weiteren ist der Kit enthaltend einen Mischbehélter gemaB (11) auch dann
einsetzbar, wenn nicht lipidbasierte Nanopartikel hergestellt oder untersucht
werden, sondern der Einschluss von Testsubstanzen in andere Matrices untersucht
werden soll. Beispielhaft sei hier der Einschluss von Nukleinsauren in kationische

Polymere genannt.

Optionaler Bestandteil solcher Kits (9) ist eine Substanz, insbesondere ein
Adsorbens oder ein lonentauscher, welche die Abtrennung des ggf. nicht einge-
schlossenen Teils der Testsubstanz erlaubt. Weiters kann auch eine oder mehrere

Dispergierhilfen enthalten sein.

Lipidbasierte Nanopartikel gemaB Ausfihrungsform (7), die empfindliche oder
kurzlebige Substanzen enthalten, sind bevorzugt Liposomen und SLN, besonders
bevorzugt VPG. Die in ihnen enthaltenen empfindlichen oder Kkurzlebigen
Substanzen sind bevorzugt ausgewéahlt aus hydrolyseempfindlichen Wirkstoffen und
kurzlebigen Diagnostika. Insbesondere sind die hydrolyseempfindlichen Wirkstoffe
ausgewahlt aus Alkylantien einschlieBlich der N-Lost-Vebindungen
Cyclophosphamid, Mafosfamid, Ifosfamid, Trofosfamid, Chlorambucil, Melphalan,

Bendamustin, Thiotepa, Busulfan und Treosulfan; aus Nitrosoharnstoffverbindungen
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einschlieBlich Carmustin, Lomustin, Nimustin, Dacarbazin, Temozoliomid und
Procarbazin; aus Platinverbindungen einschlieBlich Cis-Platin, Carboplatin und
Oxaliplatin; sowie aus Hydroxyharnstoff. Bevorzugte kurzlebige Diagnostika sind
Substanzen enthaltend die radioaktiven Isotope Technetium 99, lod 131 und 1283,
Indium 111, Thallium 201 und Gallium 67, markierte Verbindungen fiir die PET

(Positronen-Emissions-Tomographie) und Gadoliniumkomplexe.

Daneben enthalten die lipidbasierten Nanopartikel gemaB Ausfihrungsform (7)
bevorzugt solche Verbindungen, welche selbst hydrolytisch auf Lipide wirken

kénnen, insbesondere Gemcitabine oder 1-B-D-Arabinofuranosylcytosin (Ara-C).

Die lipidbasierten Nanopartikel gemaB Ausfihrungsform (7) werden bevorzugt
durch das Verfahren gemaB Ausfihrungsform (1) bis (5) hergestellt, und diese
bevorzugten Nanopartikel sind auch nur durch dieses Verfahren herstellbar. Grund
hierflir sind die Vorteile des Herstellverfahrens unter Verwendung einer DAZ. Denn
eine vergleichbar hohe Einschlusseffizienz und vergleichbar kleine VesikelgréBen
wie diejenige bei Anwendung des erfindungsgeméBen Verfahrens werden von allen
anderen Verfahren zur Herstellung von lipidbasierten Nanonpartikeln nur noch
durch die Hochdruckhomogenisation erreicht. Jedoch kann die Hochdruck-
homogenisation im Gegensatz zum Verfahren mit DAZ (vgl. Bsp. 20) nicht zur
Herstellung sehr kleiner Mengen verwendet werden. Und auch die
Herstellungsgeschwindigkeit der DAZ-erzeugten Nanopartikel wird durch die
Hochdruckhomogenisation nur selten erreicht. Des weiteren ist steriles Arbeiten und
der gegebenenfalls erforderliche Personenschutz bei Hochdruckhomogenisation sehr
aufwandig, wahrend diese beim Verfahren mit der DAZ einfach eingerichtet werden
kénnen. Vor allem aber ist das DAZ-Verfahren sehr schonend. Beispielhaft seien
hier der Einschluss von Gemcitabine und von Bendamustin genannt: Gemcitabine
katalysiert unter Hochdruckbedingungen die Hydrolyse von Phospholipiden, was zu
unerwinschten Lysophospholipiden im so erzeugten lipidbasierten Nanopartikel
fihren wirde. Bendamustin wird unter Hochdruckbedingungen selbst hydrolysiert.
Die durch das Verfahren (1) bis (5) hergestellten lipidbasierten Nanopartikel (7)
enthalten dagegen keine Hydrolyseprodukte, wie sie unter Hochdruck entstehen
wirden. Sie enthalten vielmehr maximal 10 % herstellungsbedingtes Lysolipid bzw.
maximal 10 % herstellungsbedingte Abbauprodukte empfindlicher Verbindungen.
Letzteres bedeutet, dass maximal 10 % der urspringlich im Verfahren eingesetzten
empfindlichen oder kurzlebigen Substanz wé&hrend des Einschlussverfahrens zu

einem Abbauprodukt umgewandelt wurden.
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Es sei darauf hingewiesen, dass auch das passive loading nicht geeignet ware, um
die lipidbasierten Nanopartikel der Ausfliihrungsform (7) zu erzeugen. Dies
deswegen, weil das passive loading bei erhéhter Temperatur erfolgt und somit nicht
schonen genug fir den Einschluss empfindlicher Verbindungen ist. zudem entstehen
beim passive loading auch mehr Lyso-Lipide als beim erfindungsgeméBen

Verfahren.

Bevorzugte lipidbasierte Nanopartikel gemaB Ausfihrungsform (7) sind Liposomen
mit hoher Einschlusseffizienz und kleiner Vesikelgr6Be. Bevorzugte Substanzen in
diesen Nanopartikeln sind hydrolysempfindliche und lipidhydrolysierende Wirkstoffe

wie oben beschrieben, besonders bevorzugt Bendamustin und Gemcitabine.

Wenn zudem sehr kleine Ansatzgréssen notwendig sind, unter anderem im
molekularbiologischen Bereich (Einschluss von DNA, RNA, Proteinen oder Peptiden)
oder bei radioaktiven einzuschliessenden Substanzen, so kénnen diese Nanopartikel
mit der Methode nach (1) bis (5) hergestellt werden, nicht jedoch durch

Hochdruckhomogenisation. Flur letztere waren die Ansatzgr6Ben zu niedrig.

Die Verwendung (8) umfasst die Herstellung von Zubereitungen mit lipidbasierten
Nanopartikeln, welche bevorzugt in bestimmte Zellen/Gewebe aufgenommen oder
an solche Zellen/Gewebe gebunden werden. Dazu zahlt auch die Herstellung von
Immunoliposomen, von positiv geladenen Liposomen flir das Targeting des
aktivierten Endothels, von neutralen Liposomen zur passiven Anreicherung in
Tumorgewebe durch den EPR-Effekt oder zur Bereitstellung eines systemischen
oder lokalen Depots, von negativ geladenen Liposomen fiir das Makrophagen- und
Leber/Milz-Zell-Targeting, von lipidbasierten Nanopartikeln, deren Lipidkomposition
den Lipoproteinen ahnelt und so das Zelltargeting und den gezielten Transport
bestimmter Lipide, insbesondere Triglyceride erlaubt, von lipidbasierten
Nanopartikeln unter Verwendung spezieller Peptide fir lysosomalen Escape, von
Nukleinsdure-enthaltenden Nanopartikeln, von Nanopartikeln zur Vakzinierung
insbesondere durch Aufnahme in dendritische Zellen, und von Nanopartikeln
enthaltend eine markierte Lipidkomponente zur Untersuchung des Traffiking. Die
Verwendung umfasst auch die Verwendung als Formulierung insbesondere zum
Wirkstoff-Boosting und flr die orale Applikation. Letztere wird durch Direktbeladung

von Tetraetherliposomen erméglicht.

Zur Verwendung (8) in der Kosmetik beinhalten die lipidbasierten Nanopartikel

bevorzugt SiO,-Partikel.
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Ein besonderer Vorteil der Verwendung (8) liegt in ihrer Bedeutung flr die
Herstellung von Lungentherapeutika. Bei einer Entziindung der Lunge oder beim
Frihgeborenen ergibt sich oft ein Mangel und/oder eine fehlerhafte
Zusammensetzung des Lungensurfactants. Dies kann substituiert werden. Auf dem
Markt befindliche Produkte sind vollsynthetische und teilsynthetische Prédparationen
oder Isolate aus z. B. Surfactant aus Kalbslunge oder Schweinelunge. Im
wasserigen Milieu formieren sich die Surfactantkompositionen Ulberwiegend zu
lamellaren Strukturen (z. B. Bilayer, Liposomen), die sich nach Instillation in die
Lunge auf der Lungenoberflache spreiten und in das Lungensurfactant integriert
werden. Es besteht auch die Méglichkeit der Aufnahme der Lipide bzw. Lipidvesikel
durch Pneumozyten, die aus dem extern zugesetzten Surfactant teilweise wieder

natlrliches Surfactant recyclieren.

Damit die Lipide rasch in die Surfactantschicht der Lunge eingebaut werden
kénnen, muB das eingebrachte Surfactant mdglichst fein dispergiert sein. Dies ist
auch eine Voraussetzung fur eine mdglichst gleichmé&Bige Verteilung. Die feine
Dispersion Uberlassen die meisten Hersteller nicht dem Zufall und bieten ihre
Surfactantpréparate bereits als fertige Dispersionen an, d. h. die Vesikel wurden
bereits beim Hersteller generiert. Nachteil dieser Préparationen ist ihre verringerte
Haltbarkeit (15-18 Monate), da im wasserigen Milieu Phospholipide Ileicht
hydrolysiert werden (Beispiele: Exosurf (Glaxo Wellcome), Savanta (Abbott),
Curosurf (Nycomed)). Im Gegensatz dazu wird Alveofact (Bl) als Trockenampulle
angeboten, die Ampulle enthalt das lyophilisierte Lipidgemisch. Vor der Anwendung
wird dieses Gemisch zunédchst rehydratisiert (d. h. Zugabe von wasserigem
Lésemittel, schitteln und warten), dann wird die Rohdispersion durch mehrmaliges
Aufsaugen in eine Spritze und Zurlckdricken der Dispersion in das
Injektionsfldschchen noch weiter (feiner) dispergiert. Der Nachteil dieser
aufwandigen Praparation wird durch eine erhdhte Haltbarkeit des Produktes
ausgeglichen (hier: 24 Monate). Die Art dieser Dispersionstechnik lasst erwarten,

das die Dispersion viele groBe Partikel enthalt und zudem inhomogen ist.

Eine erfindungsgemaBe Aufgabe bestand also darin, ein Verfahren bereitzustellen,
das einerseits die Bereitstellung von sehr kleinen, homogenen TeilchengréBen in
der Lipiddispersion gewahrleistet, andererseits aber sicher und rasch durchzufiihren
ist und zudem eine lange Produktlagerzeit erlaubt. Fir diese Aufgabe préasentiert
die vorliegende Erfindung mindestens zwei LOésungswege, die sich aus den
verwendeten Bestandteilen herleiten lassen:

Bei Nutzung von trockenen Lipidmischungen (wie z. B. Alveofact Trockenampulle)
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kann diese Mischung vor ihrer Anwendung mit Hilfe der DAZ-Technik rasch in die
daftir erforderliche homogene Dispersion kleiner Partikel verarbeitet werden (Bsp.
10).

Bei de novo-Herstellung der lipidbasierten Nanopartikel eréffnet sich die Még-
lichkeit, Lungensurfactant-ahnliche Nanopartikel, optional mit einen Tracer oder
Wirkstoff beladen, herzustellen, die aufgrund ihrer Zusammensetzung und Partikel-

grosse fur den therapeutischen Einsatz in der Lunge geeignet sind (Bsp. 4).

Des weiteren kdénnen im erfindungsgemé&Ben Verfahren Spezialmischungen zur
Aufnahme in Lungenendothelien, insbesondere Surfactantmischungen fir das Drug-

Targeting via Lungenendothel verwendet werden.

Ein bevorzugtes Resultat der Verwendung (8) sind pharmazeutische oder
diagnostische Zusammensetzungen, welche die lipidbasierten Nanopartikel gemanB
Ausfiihrungsform (7) enthalten. Diese Zusammensetzungen der Ausfiihrungsform
(15) sind Zusammensetzungen, in denen die erfindungsgeméBen lipidbasierten
Nanopartikel als Formulierung fiir die in den vorangegangenen Abschnitten
beschriebenen pharmazeutisch oder diagnostisch wirksamen Verbindungen

fungieren.

Weitere Anwendungsgebiete des Verfahrens nach (1) neben der Herstellung von
Nanopartikeln sind die Herstellung von Cremes, Salben, Pasten und anderen
halbfesten Formulierungen von Medikamenten und Kosmetika, die Tabletten-
herstellung, die Herstellung von Nahrungserganzungsmitteln und die Rekostitution
von pulverfédrmigen Arzneimitteln. So ist hinsichtlich der Herstellung von Cremes
etc. das erfindungsgemaBe Verfahren mit einer DAZ im Vergleich zum heute h&dufig
eingesetzten Unguator® besser, flexibler (Verwendung von unterschiedlichen
GefaBen bis hin zu ,upside-down“-beflillbaren Tuben und Spritzen), erlaubt steriles
Arbeiten und verhindert das Eintragen von Luft. Die Tablettenherstellung mit dem
DAZ-Verfahren erlaubt Granulierung und ist auch in Forschung und Entwicklung mit
wenig Aufwand madglich.  Nahrungserganzungsmittel und  Flissignahrung
(Sondenerndhrung) kénnen z. B. in Klinikapotheken individuell formuliert werden.
Bei der Rekonstitution von Arzneimitteln, die vor Applikation gelést werden miissen,
ist das erfindungsgeméaBe Verfahren von Vorteil, weil es ein blasenfreies, rasches

und sicheres Lésen von Pulvern ermdglicht.

Ausflihrungsform (10) der Erfindung ist eine Mischvorrichtung zum Mischen von
chemischen und/oder biologischen Substanzen, die insbesondere zur Durchfiihrung

der erfindungsgeméaBen Verfahren verwendet werden kann und auch das
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Redispergieren lipidbasierter Nanopartikel umfasst. Bei der erfindungsgemé&Ben
Mischvorrichtung erfolgt ein Mischen der Substanzen, insbesondere durch eine
Bewegung eines Mischbehélters, die einem Schitteln entspricht. Die
Mischvorrichtung weist einen Mischbehéalter zur Aufnahme der zu mischenden
Substanzen auf. Der Mischbehalter ist in einem Abstand zu einer ersten Drehachse
vorgesehen und mit einem Ausleger verbunden. Der Ausleger ist mit einer ersten
Antriebseinrichtung, wie einem Elekiromotor verbunden, so dass der Ausleger um
die erste Drehachse gedreht wird. Durch Drehen des Auslegers erfolgt somit ein
Bewegen des Mischbehdlters auf einer Kreislinie. Ferner ist eine zweite
Antriebseinrichtung zum Drehen des Mischbehélters um eine zweite Drehachse
vorgesehen. Die zweite Drehachse verlduft in einem Abstand zur ersten Drehachse.
Insbesondere verlduft die zweite Drehachse durch den Mischbehélter.
Erfindungsgemé&Be sind Innenwédnde des Mischbehélters in unterschiedlichen
Abstanden zu der zweiten Drehachse angeordnet. Dies hat bei einem Drehen des
Mischbehalters um die erste Drehachse sowie um die zweite Drehachse zur Folge,
dass wéahrend des Drehens unterschiedliche sich &andernde Krafte auf die
Substanzen wirken. Diese sind vergleichbar mit einer bei einer Schiittelbewegung
auf Substanzen wirkende Krafte. Hierdurch erfolgt ein besonders gutes homogenes
Durchmischen der in dem Mischbehélter vorhandenen Substanzen.

Vorzugsweise handelt es sich bei dem Mischbehélter um einen zylindrischen
Behalter. Die Langsachse des Mischbehélters ist hierbei vorzugsweise in einem
Winkel zur zweiten Drehachse angeordnet. Der Winkel ist ungleich 0°. Hierdurch
kann das Mischverhalten der Substanzen weiter verbessert werden. Vorzugsweise
liegt der Winkel in einem Bereich von 70 bis 110°.

Bei einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform ist der Mischbehélter in einem
Aufnahmebehalter angeordnet. Hierbei kann es sich bei dem Aufnahmebehalter um
den Behalter 24 der in dieser Anmeldung beschriebenen asymmetrischen Zentrifuge
handeln. Es ist somit erfindungsgemaB maéglich, einen beispielsweise zylindrischen
Mischbehélter, beispielsweise liegend oder schrdg in einem vorzugsweise ebenfalls
zylindrischen Aufnahmebehdlter anzuordnen. Hierzu ist vorzugsweise innerhalb des
Aufnahmebehélters eine Halteeinrichtung zum lagegenauen Halten des
Mischbehélters in dem Aufnahmebehélter vorgesehen.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der
erfindungsgemaBen Mischvorrichtung somit um eine Weiterentwicklung einer
bekannten dualen asymmetrischen Zentrifuge, wie sie beispielsweise in EP 1 293
245 beschrieben ist.
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Bevorzugt ist die Mischvorrichtung der Ausfihrungsform (10) wie in Fig. 3
aufgebaut: Ein Mischbehalter 40 st innerhalb des Aufnahmebehédlters 24
angeordnet. Bei dem Aufnahmebehalter 24 handelt es sich um den an Hand der
Fig. 1 und 2 beschriebenen mit dem Ausleger 16 verbundenen Behélter 24 einer

asymmetrischen Zentrifuge.

Der Mischbehélter 40 ist im Wesentlichen zylindrisch ausgebildet und mittig in dem
Aufnahmebehalter 24 angeordnet. Hierbei verlauft die zweite Drehachse 28 durch
den Mischbehalter 40. Insbesondere verlduft die Drehachse 28 im Wesentlichen
durch den Schwerpunkt des Mischbehalters 40 bzw. nahe des Schwerpunktes. Der
Mischbehalter 40 ist mit einem Deckel 42 verschlossen. Um die Lage des
Mischbehélters 40 in dem Aufnahmebehélter 24 eindeutig zu definieren, ist
innerhalb des Aufnahmebehalters 24 eine nicht ndher dargestellie Halteeinrichtung
44 vorgesehen. Bei dieser kann es sich beispielsweise um einen zylindrischen
Kérper aus Schaumstoff oder dgl. handeln, der eine Ausnehmung aufweist, in die

der Mischbehalter 40 eingelegt werden kann.

Der Mischbehalter 40 ist im wesentlichen zylindrisch. Bevorzugt ist hierbei, dass der
Querschnitt (senkrecht zum Zylindermantel) des Mischbehélters kreisférmig,
elliptisch, oval oder dergleichen ist. Wesentlich ist hierbei, dass der Zylindermantel,
bevorzugt der gesamte Mischbehalter 40 keine Ecken aufweist, da sich in solchen
Ecken ungewollt Probenmaterial ansammeln kann. Vielmehr sind die Innenwéande
des Mischbehalters erfindungsgemaB bevorzugt rund ausgebildet bzw. mit

Rundungen versehen.

Um ein gutes Durchmischen der Substanzen in dem Mischbehélter 40 =zu
gewahrleisten, weist eine Innenwand 46, bei der es sich im dargestellten
Ausfihrungsbeispiel um die Zylinderinnenwand handelt, zu der zweiten Drehachse
28 unterschiedliche Abstédnde auf. Diese sind als Beispiel durch gestrichelte Linien a

und b angedeutet.

Durch Drehen des Aufnahmebehélters 24, wie an Hand der Fig. 1 und 2
beschrieben, wirken sich &andernde Kréafte auf die in dem Mischbehalter 40

angeordneten Substanzen.

Bei einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform (11) eines Mischbehalters, der
insbesondere in Verbindung mit der beschriebenen dualen asymmetrischen
Zentrifuge verwendet werden kann, ist ein erster und ein zweiter Aufnahmeraum
vorgesehen. Die Aufnahmerdume dienen zur Aufnahme einer ersten bzw. einer

zweiten Substanz. ErfindungsgemaB sind die beiden Aufnahmerdume durch eine
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Trennwand voneinander getrennt, wobei in der Trennwand eine Offnung
vorgesehen ist. Bevorzugt ist nur eine Offnung, nicht jedoch mehrere Offnungen
(wie z.B. in einem Sieb) vorgesehen. Die Offnung dient dazu, dass beim Auftreten
von Zentrifugalkraften eine Substanz durch die Offnung von einem Aufnahmeraum
in den anderen Aufnahmeraum Uberfihrt wird. Hierbei ist die Querschnittsflache
der Offnung vorzugsweise derart gewéahlt, dass in Abhangigkeit der Viskositat und
der auftretenden Zentrifugalkréfte erst bei Zentrifugalkraften von mehr als 1,2 g,
vorzugsweise mehr als 1,5 g ein Hindurchtreten der Substanz durch die Offnung
erfolgt. Vorzugsweise ist die Offnung in einer LAngsachse des ersten und/ oder des
zweiten Aufnahmeraums angeordnet. Hierbei erfolgt sodann vorzugsweise ein
Anordnen des erfindungsgemé&Ben Mischbehalters in einer Mischvorrichtung oder
einer dualen asymmetrischen Zentrifuge derart, dass die Zentrifugalkrafte im
Wesentlichen in Richtung der LAngsachse wirken, d. h. dass sie ein Durchtreten des

Substrates durch die Offnung bewirken.

Vorzugsweise ist der zweite Aufnahmeraum innerhalb des ersten Aufnahmeraums
angeordnet und insbesondere kegelférmig ausgebildet. Hierbei ist es besonders
bevorzugt, dass die Offnung an der Kegelspitze angeordnet ist. Bei dem ersten
Aufnahmehohlraum kann es sich um einen zylindrischen Koérper handeln. Der
Mischbehalter ist vorzugsweise zu einer Langsachse rotationssymmetrisch
ausgebildet. Die Langsachse verlauft vorzugsweise ein einem Winkel von etwa 90°

zur zweiten Drehachse.

Ferner ist es mdglich, dass mehrere zweite Aufnahmerdume vorgesehen sind
und/oder der zweite Aufnahmeraum durch Trennwénde in mehrere einzelne Raume
bzw. Kammern unterteilt ist. Hierbei kénnen zwischen den einzelnen Kammern
und/oder Aufnahmerdumen und dem ersten Aufnahmeraum jeweils eine oder
mehrere Offnungen vorgesehen sein. Die GroBe der Offnungen ist jeweils
vorzugsweise in Abhéangigkeit der Viskositat der Flissigkeit gewéhlt. Vorzugsweise
ist die Ausrichtung der Offnungen derart gewahlt, dass die Zentrifugalkrafte auf die

Offnungen wirken.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform des Mischbehalters geman (11) ist in Fig. 4
dargestellt. Der in Fig. 4 dargestellte Mischbehalter 48 kann in dem Aufnahme-
behélter 24 angeordnet werden. Das Mischen der Substanzen erfolgt sodann wie

vorstehend an Hand der Fig. 1 und 2 beschrieben.

Der Mischbehélter 48 weist einen ersten Aufnahmeraum 50 und einen zweiten

Aufnahmeraum 52 fir eine erste bzw. eine zweite Substanz auf. Der erste
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Aufnahmeraum 50 ist durch einen zylindrischen Kérper 54 gebildet. Der Kérper 54

ist rotationssymmetrisch zu einer Ldngsachse 56.

Innerhalb des ersten Aufnahmeraums 50 ist zur Ausbildung des zweiten
Aufnahmeraums 52 ein kegelférmiger Kérper 58 angeordnet. Dieser ist ebenfalls
rotationssymmetrisch zu der Langsachse 56 ausgebildet. Der Kérper 58 ist in eine
Offnung 60 des zylindrischen Kérpers 54 eingesteckt und wird an einem Rand 62

der Offnung gehalten. Die Offnung ist mit einem Deckel 64 verschlossen.

An einer Kegelspitze 66 des kegelférmigen Teils 58 ist eine Offnung 68 vorgesehen.
Die Offnung 68 ist somit in einer Trennwand 70, durch die der erste Aufnahmeraum

50 von dem zweiten Aufnahmeraum 52 getrennt ist, vorgesehen.

Wird der Mischbehalter 48 nunmehr wie vorstehend an Hand der Fig. 1 und 2
beschrieben sowohl um eine erste Drehachse 18 als auch um eine zweite Drehachse
28 gedreht, wirken Zentrifugalkrafte auf die in der zweiten Kammer 52
vorgesehene Substanz. Hierdurch wird die Substanz durch die Offnung 68 in den
ersten  Aufnahmeraum  gedrlickt bzw. ubergefihrt.  Auf Grund der
kegelstumpfférmigen Ausgestaltung ist gewahrleistet, dass seitlich neben dem
zweiten Aufnahmeraum in einem ringférmigen Bereich 72 Substrat aufgenommen
werden kann, wenn die Zentrifugalkrafte von der Offnung 68 in den zweiten
Aufnahmeraum 52 hineingerichtet sind. Es ist hierdurch vermieden, dass gr6Bere
Mengen an Substanzen aus dem ersten Aufnahmeraum 50 in den zweiten
Aufnahmeraum 52 gelangen. Die Ausbildung eines insbesondere ringférmigen
Raums 72 ist auf Grund der kegelférmigen Ausgestaltung des Teils 58 realisiert.
Der zweite Aufnahmeraum 52 kénnte jedoch auch eine andere Form aufweisen,
wobei es bevorzugt ist, dass der zweite Aufnahmeraum 52 von einem Raum 72
umgeben ist, um ein Zurlckdricken von Substanzen aus dem ersten

Aufnahmeraum 50 in den zweiten Aufnahmeraum 52 zu vermeiden.

Der zweite Aufnahmeraum 52 kann in zwei oder mehr Kammern bzw. Rdume
unterteilt sein. Vorzugsweise ist der zweite Aufnahmeraum 52 in zwei Kammern
geteilt. Hierbei ist es bevorzugt, dass jede der Kammern eine Offnung aufweist, die
entsprechend der Offnung 68 angeordnet ist und den gleichen Querschnitt aufweist.
Je nach Anwendungsfall, insbesondere in Abhangigkeit der Viskositat der in den
Kammern bzw. Raumen vorgesehenen Flissigkeit, kénnen jedoch auch andere

Querschnitte der Offnungen gewéhlt werden.

Der Mischbehalter 48 wird bevorzugt verwendet, wenn partikelhaltige

Formulierungen redispergiert werden sollen (vgl. Bsp. 9C). In diesem Fall wird die
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partikelhaltige Formulierung im ersten Aufnahmeraum 50 vorgelegt und das
Redispersionsmedium in den zweiten Aufnahmeraum 52 gegeben. AnschlieBend
wird der Mischbehélter 48 wie oben beschrieben zentrifugiert. Er wird des Weiteren
bevorzugt verwendet, wenn zwei Phasen miteinander vermischt werden sollen, um
Mischungen oder lipidhaltige Nanopartikel zu erhalten (Bsp. 11). Diese Verwendung
erlaubt auch den Einsatz eines Loésungsmittels in der lipidischen Phase (Bsp. 11C).
Des Weiteren wird der Mischbehalter 48 bevorzugt bei Anwendung der
Injektionsmethode und zur Herstellung von Lipoplexen verwendet. Mit anderen
Worten: der Mischbehdalter gem&B Ausfihrungsform (11) ist bevorzugt fir

Mischvorgange zu verwenden.

In den Aufnahmebehdlter 24 kann in einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform
der Erfindung ein Einsatz eingesetzt werden. Ein erster Einsatz, der insbesondere
zur Aufnahme einer Injektionsflasche dient, ist in den Fig. 8 und 9 dargestellt
(Ausfihrungsform (13)). Der Einsatz 72 weist einen Aufnahmeraum 74 auf, der im
dargestellten Ausflihrungsbeispiel zylindrisch ist. Der Einsatz 72 kann in dem
Aufnahmebehalter durch Rastelemente oder andere Befestigungsmittel befestigt
werden. In den zylindrischen Aufnahmeraum ist ein Mischbehélter 76, bei dem es
sich insbesondere um eine Injektionsflasche handeln kann, einsteckbar. Hierbei
entsprechen die Innenabmessungen des Aufnahmeraums den AuBenabmessungen
der Injektionsflasche 76. Vorzugsweise liegt die AuBenwand des Mischbehélters 76
vollstandig an der Innenwand des Aufnahmeraums 74 an. Der Aufnahmeraum 74
kann jedoch auch mehrere Stege aufweisen, an denen die AuBenseite des
Mischbehalters 76 anliegt. Insbesondere sind drei Stege vorgesehen, die um 120

Grad zueinander versetzt sind.

Zum Halten des Mischbehalters 76 in dem Aufnahmeraum 74 ist ein Deckel 78
vorgesehen. Der Deckel 78 ist liber Schrauben 80 oder andere Befestigungsmittel
mit dem Einsatz 72 verbunden. Der Deckel 78 weist eine Offnung 80 auf, durch die
ein Flaschenhals 82 der Injektionsflasche 76 geflihrt ist. Somit ist ein Verschluss 84
der Injektionsflasche 76 auch dann zugénglich, wenn die Injektionsflasche 76 in

dem Einsatz 72 eingesetzt ist.

Um ein Beschadigen einer insbesondere aus Glas hergestellten Injektionsflasche zu
vermeiden, sind im dargestellten Ausflihrungsbeispiel ringférmige Dampfungs-
elemente 86 vorgesehen. Bei den Dampfungselementen handelt es sich
insbesondere um elastomere Ringe. Hierbei ist ein Dampfungselement im Boden-

bereich des Aufnahmeraums 74 und ein Dampfungselement 86 im Deckel 78
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angeordnet. Wie insbesondere aus Fig. 9 ersichtlich, ist durch die Dampfungs-
elemente beim VerschlieBen des Deckels 78 liber die Schrauben 80 ein Beschadigen
der Injektionsflasche 76 vermieden. Die Dampfungselemente 86 sind hierzu an den
entsprechend kritischen Stellen, insbesondere den Krafteinleitungsstellen am
Deckel angeordnet. Die Dampfungselemente dienen insbesondere zur Fixierung der
Flasche im Einsatz. So wird eine Rickdrehung der Flasche infolge der wirkenden

Zentrifugalkrafte unterbunden.

Zur Aufnahme von Mischbehéltern 40 (Fig. 3), Mischbehéltern 48 (Fig. 4), von
Kryo-Vials oder EppendorfgefdBen und dergleichen, kann ein Aufnahmebehélter-
einsatz 88 (Fig. 10 bis 12) vorgesehen sein. Der Aufnahmebehdlter 88 weist im
dargestellten Ausfihrungsbeispiel sechs Aufnahmerdume 90, 92 auf. Im
dargestellten Ausfiihrungsbeispiel sind die Aufnahmerdume 90, 92 kreiszylindrisch
ausgebildet. Die Aufnahmerdume kdénnen jedoch auch beispielsweise durch das
Vorsehen von Stegen gebildet sein, die zur Lagefixierung der Mischbehalter dienen.

Hierbei kénnen samtliche oder zumindest einzelne Stege elastisch ausgebildet sein.

Die Aufnahmerdume 90 sind im dargestellten Ausfiihrungsbeispiel parallel zur
zweiten Drehachse 28 angeordnet. Die Langsachse der Aufnahmer&dume 90 verlauft
somit parallel zur Drehachse 28 bzw. senkrecht zur Zeichenebene der Fig. 10. Die
Langsachsen der Aufnahmerdume 90 sind in einem Abstand zur zweiten Drehachse
28 angeordnet. Die zweiten Aufnahmerdume 92 (Fig. 11) sind senkrecht zur

zweiten Drehachse 28 ausgerichtet.

In dem dargestellten Ausflihrungsbeispiel sind in die Aufnahmerdume 92
EppendorfgefédBe 94 eingesteckt. Hierbei sind die Aufnahmerdume 92 vorzugsweise
als Durchgangséffnungen in dem Einsatz 88 ausgebildet, so dass die
EppendorfgefdBe 94 von unterschiedlichen Seiten in die Aufnahmeraume 92 ein-

gesteckt werden kbénnen.

Zum erleichterten Transport weist der Einsatz 88 ein Griffelement 96 auf. Das
Griffelement 96 ist insbesondere auch zum Einfihren und Herausnehmen des

Einsatzes in den Aufnahmebehélter 24 geeignet.

Ausfihrungsform (12) mit der Mischvorrichtung gemas Ausfihrungsform (10) ist
geeignet, um mit Hilfe einer DAZ auch Schittelaufgaben zu Iésen. Fir die
Mischvorrichtung gemé&B (10) wurde ein DAZ-Einsatz entwickelt, bei dem die Vials
horizontal in den Probenhalter eingebracht werden (siehe Fig. 3 und 10 bis 12). Mit
einem solchen Einsatz ist praktisch jede Laborschittelaufgabe sehr effizient, leise

und rasch zu leisten.
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Das hier entwickelte Verfahren ist erheblich besser als gédngige Verfahren (wie z.B.
FastPrep® von Qbiogene), weil z. B. zwischen den einzelnen Schiittelvorgéngen
keine 5-Minuten-Pause eingelegt werden muss und das hierfliir benétigte Gerat
(DAZ) auch fir andere Aufgaben eingesetzt werden kann. Darilber hinaus ist das
Schitteln in verschiedenen GefaBen durch einfachen Austausch des Mischbehalters
in der Mischvorrichtung gemaB (10) mdglich. Bei Ausfihrung des DAZ-Einsatzes
aus isolierendem Material wie Styropor bleiben tiefgekiihlte Proben langer kalt, was
insbesondere bei Gewebeaufschluss von Vorteil ist, da so eine schonende
Behandlung des Materials trotz des of erforderlichen Iangeren Schiittelns der Probe
gewdhrleistet ist. Insbesondere kénnen mit dieser Technik auch sehr Kkleine
Probenmengen zertrimmert werden. Hierzu wurden tieftemperatur-geeignete
Aufnahmebehalter fir Probenvials hergestellt (Fig. 10-12), in die verschiedene
Typen von sog. Kryo-Vials und Eppendorf®-GefaBen fest eingespannt werden
kénnen. ,Tieftemperatur-geeingnet” bedeutet, dass diese Behalter aus einem
Material sind, das fir die Verwendung bei Temperaturen bis minimal -196 °C bzw.
in flissigem Stickstoff geeignet ist. Das Material, aus welchem solche
Aufnahmebehélter hergestellt werden, ist vorzugsweise Teflon, PE UHMW oder
Aluminium. Fur nicht-tieftemperaturgeeignete Aufnahmebehéalter kdénnen auch
andere Materialien verwendet werden, bevorzugt leichte Materialien wie Styropor

und Kunststoff.

Eine DAZ, insbesondere eine DAZ mit den Vorrichtungen fiir das Schittelverfahren
kann also auch zur Zerkleinerung von Feststoffen, insbesondere fir die
Gewebeaufarbeitung und den Aufschluss von Zellen eingesetzt werden (Bsp. 17).
Zerkleinerung bedeutet bevorzugt, dass die Feststoffe nach Durchfihrung des
Verfahrens als Pulver vorliegen. Das entsprechenden Verfahren geméanB
Ausfihrungsform (14) wird unter Zusatz von Zertrimmerungshilfen durchgefihrt.
Geeignete Zetrimmerungshilfen sind die oben beschriebenen Dispergierhilfen, also
Perlen aus Materialien wie Stahl, Achat, Korund und Glas. Ganz besonders
bevorzugt sind Stahl- oder Glasperlen. |hr Durchmesser betragt bevorzugt
mindestens 3 mm, ganz besonders bevorzugt mindestens 5 mm. Der bevorzugte
maximale Durchmesser ist 10 mm. Auch Mischungen aus verschiedenen
Zertrimmerungshilfen (verschiedene GréBe und/oder verschiedene Materialien)
kénnen verwendet werden. Wenn Gewebe mit diesem Verfahren zertrimmert
werden, so sind sie tierischen (auch menschlichen) oder pflanzlichen Ursprungs.

AufzuschlieBende Zellen kénnen entweder eukaryotisch oder prokaryotisch sein.
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Der Aufschluss der Zellen bzw. Gewebe gemaB Ausfihrungsform (14) kann nicht
nur bei Raumtemperatur, sondern auch bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt
werden. Hierzu wird die Probe im Probenbehalter gekihlt oder tiefgefroren, z.B.
durch Zugabe von flissigem Stickstoff, und der Aufschluss in der DAZ erfolgt in
einem vorgekihlten tieftemperatur-geeigneten Aufnahmebehalter, wie er oben
beschrieben wird (Bsp. 17, Fig. 10-12)

Das Verfahren nach Ausfihrungsform (14) kann auch verwendet werden, um
andere Proben als Gewebe oder Zellen zu zerkleinern. Solche anderen Proben sind
all jene Materialien, die durch Mdérsern zerkleinert werden kénnen. Bevorzugt sind
dies Nahrungsmittel, feste Arzneiformen einschlieBlich Tabletten und Granulaten,
und Kkristalline organische oder anorganische Materialien (vgl. Bsp. 17). Diese
Zerkleinerung dient bevorzugt der Probenvorbereitung fir die Analytik, wie z.B. der
Vorbereitung von KBr-Presslingen fiur die Infrarotspektirometrie oder der

Bestimmung des Wirkstoffgehalts eines Arzneimittels.

Das Verfahren nach Ausfihrungsform (14) ist gewissermafBen ein Ersatz fliir den oft
mithsam zu handhabenden und fir kleine Probenmengen eher ungeeigneten
klassischen Moérser. Es ist bevorzugt fir die Zertrimmerung kleiner Probenmengen
(weniger als 1 ¢, insbesondere weniger als 300 mg) und fiir die Handhabung

geféhrlicher, giftiger oder radioaktiver Substanzen geeignet.

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens (14) ist, dass es in GefdBen mit geringen
Volumina durchgefiihrt werden kann. Bevorzugt sind dies Volumina bis maximal 10
ml, besonders bevorzugt bis maximal 2 ml. Auch die Arbeit in noch kleineren
Volumina ist mdéglich. Dies erlaubt die Arbeit mit kleinen biologischen Proben und
das zeitsparende parallele Zerkleinern einer Vielzahl von Proben. Bevorzugte

GefaBe sind Eppendorf® -GefaBe und Kryo- Vials.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele ndher erldutert, die jedoch

das erfindungsgemaBe Verfahren nicht einschranken.

Beispiele

In den folgenden Beispielen bedeutet ,Speedmixen” die Nutzung eines
Speedmixers® (asymmetrische duale Zentrifuge) vom Typ DAC 150 FVZ der Firma
Hauschild GmbH und Co KG, welcher ein Riickdrehverhaltnis von ca. 4,2:1 aufweist.
,Eppi“ bedeutet ein 2 ml-Eppendorf®-GefaB. Soweit nicht anders angegeben,
beziehen sich %-Angaben auf % (w/v). Soweit nicht anders angegeben, bedeutet

,GréBe” der lipidbasierten Nanopartikel im folgenden stets ,mittlere GréBe”.
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Beispiel 1: Herstellung von vesikuldren Phospholipid Gelen (VPG) und liposomalen

Dispersionen mit Hilfe der DAZ-Technik; Vergleich der entstandenen Liposomen mit

Liposomen, die mit Hilfe der Hochdruckhomogenisation hergestellt wurden

1,48 g einer als feste Lésung vorliegenden Mischung aus EPC3 (hydriertes
Eilecithin, Fa. Lipoid) und Cholesterol (55 mol%:45 mol%) wurde in eine 25 ml
Arzneimittelflasche (Durchmesser auBen: 36 mm) eingewogen und zugebdrdelt
(Vial 1). Eine zweite Arzneimittelflasche (Vial 2) enthielt die gleiche Menge Lipid,
allerdings wurden hier zusatzlich 3,0 g Glasperlen (Durchmesser ca. 1 mm)
zugegeben. In beide Vials wurden 2,22 ml Mannitollésung (5%) injiziert und die
Vials jeweils 4*5min bei RT (Raumtemperatur) mit 3540 rpm gespeedmixt. Durch
Zugabe von 6,4 ml Mannitollésung (5% ) in 2 Schritten (Schritt 1: 100ul) wurde das
entstandene vesikuldre Phospholipidgel (VPG) redispergiert (je 1 min speedmixen)
und die mittlere Gr6Be der Liposomen durch Photonenkorrelationsspektroskopie
(PCS, Nicomp 370) bestimmt. Die Anzahl der Teilchen > 1 pm wurde mit Hilfe des
Abschattungsverfahrens bestimmt (Fa. Nicomp, Accusizer). In die Bestimmung
wurde auch VPG einbezogen, welches durch Hochdruckhomogenisation (gleiche
Lipidmischung, gleicher Anteil Mannitollésung; 700 bar, 10 Zyklen) hergestellt
wurde (Vial 3). Ebenfalls mit einbezogen in die Untersuchung von Teilchen > 1 um
wurde eine kommerzielle Fettemulsion fiir die parenterale Erndhrung (Nutriflex®,
Fa. B. Braun).

Tabelle 1: Vergleich der LiposomengréBe und der Zahl der Teilchen, die > 1 um sind, nach

Speedmixen ohne (vial 1) und mit (vial 2) Glasperlen, nach Hochdruckhomogenisation (vial
3) und in einer kommerziellen Fettemulsion (Nutriflex®).

Vial Gr6Be der Liposomen [ Anzahl Teilchen > 1 um pro ml
(Verdinnung: 1:20 Mio.)
1 171 nm 173
2 36 nm 97
3 36 nm 209
Nutriflex® 190 nm 58

Beispiel 2: Herstellung von vesikuldren Phospholipid Gelen (VPG) und liposomalen

Dispersionen mit Hilfe der DAZ-Technik;: Variation der DAZ-Parameter (i) Mix-

Geschwindigkeit, (ii) GefaBdurchmesser, (iii) Speedmix-Zeit, (iv) TemperatureinfluB

und (v) Zusatz einer Mischhilfe

Bei den im folgenden beschriebenen Experimenten wurden Liposomen mit Hilfe der
DAZ-Technik analog zu Beispiel 1 hergestellt (gleiche Lipidmischung (als feste
Lésung vorliegenden Mischung aus EPC3 (hydriertes Eilecithin, Fa. Lipoid) und

Cholesterol (55:45 mol%)), gleiches wéasseriges Medium (5%ige Mannitollésung)).
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Variiert wurde die Geschwindigkeit des Speedmixers®, die Zeit des Speedmixens,
der Durchmesser des flr das Speedmixen eingesetzten GefaBes und die
Temperatur. Zudem wurde mit und ohne den Zusatz einer Mischhilfe gearbeitet,
hierflir wurden bei diesen Beispielen Glasperlen eingesetzt.

Das beim Speedmixen entstandene Liposomen-Gel wurde mit den 3-fachen des
priméar eingesetzten wasserigen Volumens redispergiert und die jeweils
entstandenen Liposomen wurden anschlieBend mit Hilfe der PCS auf ihre mittlere

GroBe untersucht.

Tabelle 2: Effekte der Variation der Speedmix-Parameter

Ex- Mix- Temperatur GefaBtyp/ Zeit Glas- | Ansatz- | Partikel-

periment | Gesch [min] | perlen gréBe gréBe
; Durch-
Nr. win- [mg] [mg
) . messer L [nm]
digkeit Lipid] (Bulk-
[mm]
[rpm] menge)
Einfluss der Zeit
3a 3540 RT Eppi/10 20 100 50 72,7
3b 3540 RT Eppi/10 30 100 50 97,0
3¢ 3540 RT Eppi/10 50 100 50 69,4
3d 3540 RT Eppi/10 70 100 50 59,4
3e 3540 RT Eppi/10 90 100 50 53,5
Einfluss der Temperatur
11 3540 60 °C Heizblock Eppi/10 20 100 50 55,3
Silicondl
17b 3540 RT Glas/10 5 100 50 79,7
18a 3540 60 Heizblock Glas/10 5 100 50 40,3
Siliconél

Einfluss GefaB und Mischhilfe (Glasperlen)

X17b 3540 RT Glas/10 5 100 50 79,7
17¢ 3540 RT Glas/11 5 100 50 87
17d 3540 RT Glas/15 5 100 50 53,6
17f 3540 RT Glas/10 5 - 50 87,4
179 3540 RT Glas/11 5 - 50 271
17h 3540 RT Glas/15 5 - 50 119,5

Einfluss der Mixgeschwindigkeit

X17b 3540 RT Glas/10 5 100 50 79,7

30a 3000 RT Glas/10 5 100 50 285,1

30b 2000 RT Glas/10 5 100 50 Keine
Liposo-
menfor-

mation
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X: Experiment ist aus Vergleichsgrinden nochmals aufgefihrt

Beispiel 3: Herstellung von vesikularen Phospholipid Gelen (VPG) und/oder

liposomalen Dispersionen aus verschiedenen Lipiden/Lipidmischungen mit Hilfe der
DAZ-Technik

Bei den im folgenden beschriebenen Experimenten wurden Liposomen mit Hilfe der

DAZ-Technik analog zu Beispiel 1 und 2 hergestellt. Variiert wurden bei diesem
Experiment die Lipidmischungen. Tabelle 3 stellt die Experimente dar, bei denen
Lipidmischungen eingesetzt wurden, die bereits als feste Lésungen vorlagen bzw.
bei denen nur Lipide eines Typs eingesetzt wurden. Hierzu wurden die
Lipidmischungen zuvor in CHCIls/MeOH 2:1 aufgenommen, das Ldsungsmittel
abrotiert und der entstandene Lipidfilm im Vakuum getrocknet und aus dem Kolben

gekratzt bzw. die Lipidmischung wurde schon molekulardispers geliefert.

Bei den Experimenten, die in Tabelle 4 dargestellt sind, wurden die Lipide als
Einzelkomponenten eingesetzt. Zum Vergleich wurden Werte aus Tab.3 mit
Lipidmischungen, die als feste Ldésung verwendet wurden, nochmals aufgeflhrt
(durch ,X* bzw. ,*“ markiert).

Die beim Speedmixen entstandenen Liposomen-Gele wurde mit dem 3fachen des
primar eingesetzten wassrigen Volumens redispergiert. Die jeweils entstandenen
Liposomen wurden anschlieBend mit Hilfe der PCS auf ihre mittlere GrdBe

untersucht.

Tabelle 3: Experimente zur Herstellung von Liposomen aus Lipidmischungen, die als
feste Lésungen eingesetzt wurden

Ex- [Lipid-Komposition Ansatz- | GefaBtyp/ Zeit Glas- PartikelgrdBe
peri- groBe Durch- [min] perlen [nm] (Bulk-
ment [mg messer [mg] menge)
Nr. Lipid] [mm]

Hydriertes Ei-Phosphatidylcholin/Cholesterol (55/45 mol/mol): siehe Bsp. 2

Phosphatidylcholin aus Soja (min. 80%, S80 Fa. Lipoid), 5% Mannitollésung

4a E80 50 Eppi 20 100 52,7

4b E80 50 Eppi 30 100 53,5

4c E8O 50 Eppi 40 100 52,4

8 E8O 50 Eppi 20 100 47,3
Kationische Lipide

5a DOTAP 50 Eppi 20 100 57,7

31 KL-1-14/Chol 1:0,55 50 Eppi 10 100 112,2

Surfactant-Lipide (Aleofact, Bl)

21 | Surfactant-Lipide | Ca.50 | Original- | 5 [ - | 48,1
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-50-
Ex- |Lipid-Komposition Ansatz- | GefaBtyp/ Zeit Glas- Partikelgré Be
peri- groBe Durch- [min] perlen [nm] (Bulk-
ment [mg messer [mg] menge)
Nr. Lipid] [mm]
Vial, Glas
Durchmess
er: 14mm
Negativ geladene Lipidmischung
32a HEPC, Chol, DPPG 50 Eppi 5 100 238,1
Stealth-Liposomen
29b HePC/Chol/ DSPE- 104 Glas 25 1200 88.4
PEG-2000 11mm

Tabelle 4: Experimente zur Herstellung von Liposomen aus Lipidmischungen, die als
Einzelkomponenten in die Experimente eingesetzt wurden

Ex- Lipid-Komposition | Ansatz- | GefaBtyp/ | Zeit | Glas- Partikel- Zusatz-
peri- gréBe Durch- [min] | perlen groBe be-
ment [mg messer [mg] | [nm] (Bulk- | handlung

No Lipid] [mMm] menge)

Hydriertes Ei-Phosphatidylcholin/Cholesterol (55/45 mol%/mol%)
15a EPC3/Chol 800 PE-Becher/ | 20 1600 60,4
14
15a EPC3/Chol 800 PE-Becher/ | 25 1600 54,8
14
15a EPC3/Chol 800 PE-Becher/ | 30 1600 41,9
14
X2 EPC3/Chol- 1480 [Injektions- | 20 3000 36
Ver- Fertigmischung von flasche/30
gleich Lipoid
11 EPC3/Chol 50 Eppi 20 100 | Keine RT
Liposomen-
formation
11a EPC3/Chol 50 Eppi 20 100 56,1 Erhitzt
auf 60°C
E80/Chol-Gemische (im Eppi, im groBen PE-Becher mit und ohne Erwarmung)
9 E80/Chol 50 Eppi 30 100 200,9
13a E80/Chol 1200 |PE- 1,5 2400 133,7
Becher/14
13b E80/Chol 1200 |PE- 10 2400 66,3
Becher/14
13¢c E80/Chol 1200 |PE- 15 2400 55,3
Becher/14
13d E80/Chol 1200 |PE- 20 2400 71,2
Becher/14
13e E80/Chol 1200 |PE- 25 2400 70,4
Becher/14
14a E80/Chol 1200 |PE- 1 2400 158,3 Erhitzt
Becher/14 auf 60°C
14b E80/Chol 1200 |PE- 5 2400 85,7 Erhitzt
Becher/14 auf 60°C
14c¢ E80/Chol 1200 |PE- 10 2400 65,4 Erhitzt
Becher/14 auf 60°C
14d E80/Chol 1200 |PE- 15 2400 60,2 Erhitzt
Becher/14 auf 60°C
14e E80/Chol 1200 | PE- 20 2400 54 Erhitzt
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Ex- Lipid-Komposition | Ansatz- | GefaBtyp/ | Zeit | Glas- Partikel- Zusatz-
peri- groBe Durch- [min] | perlen gréBe be-
ment [mg messer [mg] | [nm] (Bulk- | handlung
No Lipid] [mm] menge)
Becher/14 auf 60°C
Kationisches Lipid KL-1-14/Chol (Variation: Mix-Zeit und Temperatur)
26a KL-1-14/Chol 50 Eppi 20 100 371,2
26b KL-1-14/Chol 50 Eppi 30 100 298.9
26¢ KL-1-14/Chol 50 Eppi 40 100 299,9
26d KL-1-14/Chol 50 Eppi 50 100 197,7 Erhitzt
auf 60°C
X 31 KL-1-14/Chol* 50 Eppi 10 100 112,2
1:0,55
Stealth-Liposomen
29a HePC/Chol/ DSPE- 114 Glas/10 25 1500 70,3
PEG-2000
X 29b | HePC/Chol/ DSPE- 114 Glas/10 25 1500 88,4
PEG-2000*

X: Vergleichsexperimente mit Lipidmischungen, die als feste Lésung eingesetzt wurden; *:
feste Loésung von Lipidmischungen

Beispiel 4: Herstellung von Surfactant-&hnlichen Liposomen, die flir therapeutische

Zwecke in die Lunge eingebracht werden kdénnen

A) Surfactant-8hnliche Liposomen ohne spezielle Wirkstoffe. (Komposition nach
Wissel et al., Am J Physiol 271:L432-40 (1996); oder Miller, B. et al., Thorax
58:127-134 (2003); oder al-Mehdi, A.B. et al., BBA 1167:56-62 (1993)). Die
Liposomen wurden in durch
Speedmixen hergestellt. Alle Arbeiten wurden in einer Sterilbank durchgefiihrt. Die
DPPC (Sigma P5911)/PG (Sigma-P05141) /EPC (Lipoid)

/Cholesterol im Gewichtsverhaltnis 5,5/1/2,5/1. Die Lipide wurden eingewogen, in

Analogie zum oben beschriebenen Vorgehen

Lipidkomposition war

Chloroform/MeOH 2:1 aufgenommen, das Lésemittel abrotiert und der entstandene
Lipidfilm getrocknet. 50 mg dieses Lipidgemisches wurde dann in ein autoklaviertes
Speedmix-GefaB (Glasvial, 10 mm) eingewogen, 100 mg autoklavierte Glasperlen
zugefligt und ein Volumen von 75 ul sterilfiltriertem PBS (25 mM NaH,PO,, 125 mM
NaCl, pH 6,9) zugegeben und fiir 10 Minuten im geschlossen GefaB gespeedmixt.
AnschlieBend wurde mit 250 pl PBS redispergiert. Es wurden Liposomen der GrdBe

74,6 nm erhalten.

B) Surfactant-&hnliche Liposomen mit Fluoreszenz- (NBD: Rhodamin) und Radio-

Label (°H). Fiir dieses Experiment wurden folgende Lipide in ein steriles GlasgefaB
eingewogen bzw. als Lésung in CHCI;/MeOH 2:1 zugegeben: DPPC, 81,2 mg (Sigma
P5911) / PG, 17,1 mg (Sigma-P05141) / EPC, 42,7 mg (Lipoid) / Cholesterol, 17,1
mg / Rhodamin-PE, 1,7 mg / NBD-PC 7,7 mg / *H-DPPC (1,46nCi/ug DPPC). Die
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Mischung wurde im SpeedmixgefaB (Glas 15 mm) vollstdndig mit CHCI;/MeOH 2:1
geldst und das Lésungsmittel vorsichtig in einem Stickstoffstrom bis zur Trockene
abgedampft. 250 pl steriler PBS-Puffer und 350 mg sterile Glasperlen (Durchmesser
1 mm) wurden zugegeben und die Mischung im geschlossenen GefaB fir 15
Minuten gespeedmixt. AnschlieBend wurde 17,2 ml sterile PBS-Lésung zugegeben
und nochmals fur 1 Minute gespeedmixt. Die Vesikel der fertigen liposomalen

Dispersion hatten eine mittlere Gré6Be von 83,5 nm.

C) Surfactant-dhnliche Liposomen mit einem lipidischen sPLA2-Inhibitor als
antiinflammatorischem Wirkstoff. DPPC, PG, EPC, Cholesterol und der sPLA2-
Inhibitor 2-(R)-1-0O-Phosphocholin-2-N-laurinoyl-octadecan in den

Gewichtsverhéltnissen 50/10/25/10/5 wurden gemeinsam eingewogen und in
CHCI3/Methanol 2:1 geldst. Das Lésungsmittel wurde abrotiert, der entstandene
Lipidfilm im Vakuum von L&semittelresten befreit und die Lipidmischung aus dem
Kolben gekratzt. Eine Menge von 100 mg Lipidmischung wurde in ein steriles
GlasgefaB eingewogen, 200 mg sterile Glasperlen (Durchmesser 1 mm) zugegeben
und 150 ul PBS-Puffer (10 mM NaH,PO,, 149 mM NaCl, pH 6,9) zugesetzt. Das
Gemisch wurde 15 Minuten gespeedmixt, anschlieBend wurde das entstandene Gel
mit 9,8 ml PBS redispergiert. Die Vesikel der fertigen Dispersion hatten eine

mittlere GréBe von 74,3 nm.

Beispiel 5: Direkte Herstellung von mit Substanzen beladenen vesikularen

Phospholipid Gelen (VPG) und liposomalen Dispersionen mit Hilfe der DAZ-Technik

A) Direkter Einschluss von Albumin in Liposomen. In sechs sterile Glasvials

(Durchmesser 10 mm) wurden je 100 mg Glasperlen (Durchmesser 1 mm) sowie
jeweils 50 mg der als feste Lésung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-
Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%) eingewogen. In drei der Vials
wurde je 75 pul einer Albuminlésung in den Konzentrationen 1, 2 und 3 mg/ml
zupipettiert. In das vierte bis sechste Vial wurden je 75 pul NaCl-Lésung der
Konzentration 0,9 % gegeben. Die verschlossenen Vials wurden je 10 Minuten bei
3540 rpm gespeedmixt. Die drei mit Albumin beladenen Liposomen-Gele wurden
mit je 250 pl NaCl-Lésung redispergiert. Die nur mit Kochsalzlésung hergestellten
Liposomen-Gele (Vial 4-6) wurden hingegen mit 175 upl NaCl-Lésung plus 75 pul
Albuminlésung (1, 2, 3 mg/ml) redispergiert. AnschlieBend wurden die so
entstandenen liposomalen Dispersionen in geeignete Zentrifugenréhrchen pipettiert
und bei 350.000 g zentrifugiert, wobei die Liposomen sedimentierten. Im Uberstand

wurde anschlieBend die Albuminkonzentration mit Hilfe eines BCA-Tests (Interchim/
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Uptima, Nr. UP95424) bestimmt und die Einschlusseffizienz berechnet. Ergebnis
Einschlusseffizienz fiir Aloumin in Liposomen durch Speedmixen:
1 mg/ml Albumin: 60,9 %; 2 mg/ml Albumin: 70,9 %; 3 mg/ml Aloumin: 71,8 %

B) Direkter Einschluss von Trypan-Blau in Liposomen als Beispiel fir

niedermolekulare Wirkstoffe. In zwei Glasvials (Durchmesser 10 mm) wurden je

100 mg Glasperlen (Durchmesser 1 mm) sowie jeweils 50 mg der als feste Lésung
vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol
(55/45 mol%) eingewogen. In ein Vial wurde 75 pl einer Trypan-Blau Lésung (1000
pul handelstbliche Trypan Blau-Lésung (0,4 %) plus 30 ml 25%ige Ammoniak-
I6sung) pipettiert. In das zweite Vial wurde 75 pl 0,9 % NaCl-Lésung gegeben. Die
verschlossenen Vials wurden je 10 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt. Das mit
Trypan Blau Ldésung beladene Liposomen-Gel wurde mit 250 pl NaCl-Lésung
redispergiert. Das nur mit Kochsalzlésung hergestellte Liposomen-Gel wurde mit
175 upl NaCl-Lésung plus 75 ul Trypan-Blau-Lésung redispergiert. AnschlieBend
wurden beide liposomale Dispersionen in geeignete Zentrifugenréhrchen pipettert
und bei 350.000 g zentrifugiert, wobei die Liposomen sedimentierten. Im Uberstand
wurde anschlieBend die Trypan-Blau-Konzentration durch Absorptionsspektroskopie
bestimmt und die Einschlusseffizienz berechnet. Ergebnis Einschlusseffizienz fir

Trypan-Blau in Liposomen durch Speedmixen: 51 %

C) Direkter Einschluss von fluoreszenz-gelabelter BRNA in neutrale Liposomen sowie

in Liposomen mit negativer Oberflachenladung

i) Neutrale Liposomen: In zwei Glasvials (Durchmesser 10 mm) wurden je 100 mg

Glasperlen (Durchmesser 1 mm) sowie jeweils 50 mg der als feste Ldsung
vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol
(55/45 mol%) eingewogen. In ein Vial wurde 75 pl einer 1 uM RNA-Cy3 Ldésung
(RNA: 27mer; 5'- GGA GCU CGC U T** C GGC GAG GUC GUG CCA-3';
T**=Thymidine-C6-Amino-NHS-Cy3; Cy3: Fluoreszenzfarbstoff; Qiagen) pipettiert.
In das zweite Vial wurde 75 ul NaCl-Lésung gegeben. Die verschlossenen Vials
wurden je 10 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt. Das mit RBRNA-Cy3 Lésung
beladene Liposomen-Gel wurde mit 250 pl NaCl-Ldésung redispergiert. Das nur mit
Kochsalzlésung hergestellte Liposomen-Gel wurde mit 175 pl NaCl-Lésung plus 75
pl BRNA-LOsung redispergiert. AnschlieBend wurden beide liposomale Dispersionen in
geeignete Zentrifugenrdhrchen pipettert und bei 100.000 rpm zentrifugiert, wobei
die Liposomen sedimentierten. Im Uberstand wurden anschlieBend durch
Fluoreszenzspektroskopie (em: 565, ex: 515nm) die relativen Konzentrationen an

fluoreszenzgelabelter RNA bestimmt und die Einschlusseffizienz flir RNA-Cy3 durch
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Dividieren der Werte berechnet (60,1 %). Die mittlere Gr6Be der redispergierten
Vesikel wurde mit Hilfe der PCS zu 127,8 nm bestimmt.

ii) Negativ geladende Liposomen: In zwei Glasvials (Durchmesser 10 mm) wurden
je 100 mg Glasperlen (Durchmesser 1 mm) sowie jeweils 50 mg der als feste
Losung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und
Cholesterol und Dipalmitoyl-Phosphatidylglycerol (DPPG) (46/33/20 mol%)
eingewogen. In ein Vial wurde 75 pul einer 1 uM RNA-Cy3 Lésung (RNA: 27mer; 5'-
GGA GCU CGC U T** C GGC GAG GUC GUG CCA-3'; T**=Thymidine-C6-Amino-
NHS-Cy3; Cy3: Fluoreszenzfarbstoff; Qiagen) pipettiert. In das zweite Vial wurde
75 pl NaCl-Lésung gegeben. Die verschlossenen Vials wurden je 10 Minuten bei
3540 rpm gespeedmixt. Das mit RNA-Cy3 Lésung beladene Liposomen-Gel wurde
mit 250 pl NaCl-Lésung redispergiert. Das nur mit Kochsalzlésung hergestellte
Liposomen-Gel wurde mit 175 pl NaCl-Lésung plus 75 pl RNA-Lésung redispergiert.
AnschlieBend wurden beide liposomalen Dispersionen in geeignete
Zentrifugenrdéhrchen pipettert und bei 100.000 rpm zentrifugiert, wobei die
Liposomen sedimentierten. Im  Uberstand wurden anschlieBend durch
Fluoreszenzspektroskopie (em: 565, ex: 515nm) die relativen Konzentrationen an
fluoreszenzgelabelter RNA bestimmt und die Einschlusseffizienz fir RNA-Cy3 durch
Dividieren der Werte berechnet (82,9 %). Die mittlere GrdéBe der redispergierten
Vesikel wurde mit Hilfe der PCS zu 238,1 nm bestimmt.

D) Direkter Einschluss von Gemcitabine in vesikuldre Phospholipid-Gele durch

Speedmixen. In eine 25 ml Injektionsflasche (Durchmesser aussen: 36 mm)
wurden unter sterilen Bedingungen 1,48 g der als feste Lésung vorliegenden
Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%)
sowie 3 g Glasperlen (Durchmesser 1 mm) eingewogen. Die Flasche wurde
zugebdrdelt. Durch das Septum wurden 500 pl einer Gemzar®-Lésung (enthélt
38,02 mg Gemcitabine/ml; Gemzar® ist der Name des Gemcitabine enthaltenden
Arzneimittels der Fa. Lilly, 1 Durchstechflasche enthédlt 200 mg Gemcitabine
(lyophilisiert) und wird mit 5 ml 0,9 % NaCl rekonstituiert) sowie 2,22 g 5%ige
Mannitollésung zugegeben. Die Mischung wurde 20 Minuten bei 3540 rpm
gespeedmixt, wodurch ein Gemcitabine enthaltendes VPG entsteht.

Die Einschlusseffizienz fir Gemcitabine betrugt 80,7 % (Verfahren: Moog et al.,
Cancer Chem Pharmacol 49:356 (2002)), der Lyso-PC-Gehalt weniger als 0,5 %
LysoPC/Gesamtlipid (mit Hilfe der HPTLC), die mittlere GréBe der Vesikel war 38,7
nm (PCS).
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Damit konnte gezeigt werden, dass Gemcitabine durch speedmixen in VPG
eingeschlossen werden kann und dass das Produkt mit Gemcitabine enthaltendem
VPG vergleichbar ist, bei dem das leere VPG durch Hochdruckhomogenisation
hergestellt wurde und Gemcitabine durch passives Loading (EP 1087752)
nachtraglich eingearbeitet wurde (Einschlusseffizienz bei passives Loading: 43-
47%). Das hier durchgefiihrte Verfahren ist offensichtlich aber schonender, was der
niedrige Lyso-PC-Gehalt der Formulierung zeigt (Gehalt bei Hochdruck-

Homogenisation und anschlieBendem passivem Loading: 3-5%).

E) Direkter Einschluss von Bendamustin _in_vesikuldre Phospholipid-Gele durch

Speedmixen. In eine 25 ml Injektionsflasche (Durchmesser aussen: 36 mm)
wurden unter sterilen Bedingungen 1,0 g der als feste Ldsung vorliegenden
Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%)
sowie 1,0 g Glasperlen (Durchmesser 1 mm) eingewogen. Die Flasche wurde
zugebérdelt. Durch das Septum wurde 1,5 ml einer Bendamustin®hydrochlorid-
L6sung gegeben (enthielt 9,09 mg Bendamustin/ml; die L6sung wurde durch
Rekonstitution von Bendamustin der Fa. Ribosepharm hergestellt. Hierzu wurde 0,9
% NaCl-Lésung in die Arzneiflasche mit dem lyophilisiertem Arzneistoff injiziert).
Die Mischung wurde 30 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt, wobei ein
Bendamustin-hydrochlorid enthaltendes VPG entstand. Es wurden Proben der
Bendamustin enthaltenden VPGs entnommen und die Einschlusseffizienz flr
Bendamustin mit 40,6 +- 3,08 % (SD) (n: 4) bestimmt (Abtrennung des freien
Bendamustins: per lonentauscher, Moog et al., Cancer Chem Pharmacol 49:356
(2002), Bendamustin-Analytik: Maas, B. et al., Pharmazie 49:775-777 (1994)). Die
mittlere Gr6Be der Vesikel wurde mit 62,5 +- 3,5 nm (SD) (n: 8) durch PCS

bestimmt.

F) Direkte Herstellen eines vesikuldren Phospholipid-Gels unter Verwendung einer

Siliziumdioxid-Dispersion

10 % Phospholipid in Siliziumdioxid-Dispersion: 2,25 g eines Kieselsduregels mit

2,8 g Kieselsdureanhydrid/100 ml Wasser wurde mit 250 mg S80 versetzt. Die
Mischung wurde 20 Minuten im PE-Becher (Durchmesser ca. 34 mm) bei 3540 rpm
gespeedmixt. Es entstand eine cremige Formulierung, die in Wasser Ileicht
redispergiert werden kann. Die TeilchengréBe wurden mit PCS bestimmt und lag bei
31,5 nm.

15 % Phospholipid in Siliziumdioxid-Dispersion: 2,15 g eines Kieselsauregels mit

2,8 g Kieselsaureanhydrid/100 ml| Wasser wurde mit 0,38 g S80 versetzt. Die

Mischung wurde 20 Minuten im PE-Becher (Durchmesser ca. 34 mm) bei 3540 rpm
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gespeedmixt. Es entstand eine cremige Formulierung, die in Wasser leicht
redispergiert werden kann. Die TeilchengrdéBe wurde mit PCS bestimmt und lag bei
31,3 nm.

30 % Phospholipid in Siliziumdioxid-Dispersion: 1,76 g eines Kieselsduregels mit

2,8 g Kieselsdureanhydrid/100 ml Wasser wurde mit 710 mg S80 versetzt. Die
Mischung wurde 20 Minuten im PE-Becher (Durchmesser ca. 34 mm) bei 3540 rpm
gespeedmixt. Es entstand eine cremige Formulierung, die in Wasser leicht
redispergiert werden kann. Die TeilchengréBe wurde mit PCS bestimmt und lag bei
64,5 nm.

40 % Phospholipid in Siliziumdioxid-Dispersion: 1,49 g eines Kieselsduregels mit

2,8 g Kieselsdureanhydrid/100 ml Wasser wurde mit 1004 mg S80 versetzt. Die
Mischung wurde 20 Minuten im PE-Becher (Durchmesser ca. 34 mm) bei 3540 rpm
gespeedmixt. Es entstand eine cremige Formulierung, die in Wasser leicht
redispergiert werden kann. Die TeilchengréBe wurde mit PCS bestimmt und lag bei
85,2 nm.

Beispiel 6: Einarbeiten eines wasserunléslichen Wirkstoffs in vorgefertigte VPG oder

feste Lipid Nanopartikel (SLN), Screening nach einem geeigneten Wirkstoff: Lipid-

Verhaltnis
A) Einarbeiten in Liposomen. Es sollte untersucht werden, ob und in welchen
Anteilen sich der wasserunlésliche Wirkstoff PQ013 (PQ: Prokinase GmbH, Freiburg;

MG: 399,4 g/mol) in vorgefertigte Liposomen einarbeiten lasst. Hierzu wurden
Liposomen-Gele aus E80 (Phosphatidylcholin-Praparation aus Ei, Fa. Lipoid,
Ludwigshafen) durch Speedmixen hergestellt (500 mg E80, PE-Becher mit
Durchmesser 34 mm, 750 pl 0,9 % NaCl, 10 min Speedmixen bei 3540 rpm).
Steigende Mengen PQ013 wurden in Glasvials (Durchmesser 10 mm) eingewogen,
bzw. bei sehr kleinen Mengen in Dioxan geldst einpipettiert. Im letzteren Fall wurde
anschlieBend das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Jeweils 125 mg des E80 Gels
(Enthalt 50 mg S80, ca. 68 umol) wurden in die Vials gegeben und es wurde 30
Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml PBS
zugegeben und flar 2 Minuten redispergiert. 100 pl der jeweiligen liposomalen
Formulierungen wurden in eine 24-well Mikrotiterplatte pipettiert, kurz
anzentrifugiert und anschlieBend mikroskopisch auf das Vorhandensein von PQ0O13-
Kristallen untersucht. Es wurde gefunden, das bei einem molaren Verhéltnis von

PQ013 zu Lipid kleiner als 1:40 keine Kristalle mehr auftraten, d. h. das PQ013 in
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einem {iber 40fachen molaren Uberschuss an Phospholipid (E80) vollsténdig léslich

ist.

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8
PQ013 68 6,8 3,4 1,7 1,13 0,68 0,14 0,068
[umol]

PQ013 27,2 2,72 1,36 0,68 0,45 0,27 0,06 0,03
[mg]

Verhaltnis |1:1 1:10 1:20 1:40 1:60 1:100 1:500 1:1000
(molar)

Kristalle J J J N N N N N

Ein analoges Experiment wurde mit Liposomen aus reinem hydriertem
Phosphatidylcholin aus Ei (EPC, Fa. Lipoid) durchgefihrt. Dabei konnte PQO013
ebenfalls ab einem molaren Verhaltnis von 30:1 Lipid zu Wirkstoff in den Liposomen

gelbst werden.

B) Einarbeiten in SLN. Es sollte untersucht werden, ob und in welchen Anteilen sich
der wasserunldsliche Wirkstoff PQ013 (PQ: Prokinase GmbH, Freiburg; MG: 399,4

g/mol) in vorgefertigte SLN einarbeiten lasst. Hierzu wurden SLN gem&B Beispiel 15

durch speedmixen hergestellt, allerdings wurden diese nicht redispergiert/verdinnt
sondern im weiteren als viskose Masse eingesetzt. Steigende Mengen PQO013
wurden in Glasvials (Durchmesser 10 mm) eingewogen, bzw. bei sehr kleinen
Mengen in Dioxan gelost einpipettiert. Im letzteren Fall wurde anschlieBend das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Jeweils 125 mg des SLN-Gels (enthélt 33,8%
Trimyristin, d. h. 42,3 mg; 58,4 umol) wurden in die Vials gegeben, die Vials
wurden auf 80 °C erwadrmt und es wurde 30 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt (6
x 5 Minuten mit zwischenzeitlicher Erwarmung). AnschlieBend wurde jeweils 1 ml
PBS zugegeben und fir 2 Minuten redispergiert. Die Proben wurden fir 3 Stunden
im Kihlschrank bei 4-8 °C belassen, damit die SLN fest wurden. 100 pl der
jeweiligen Dispersionen wurden in eine 24-well Mikrotiterplatte pipettiert, kurz
anzentrifugiert und anschlieBend mikroskopisch auf das Vorhandensein von PQ0O13-
Kristallen untersucht. Es wurde gefunden, das bei einem Gewichtsverhaltnis von
PQ013 zu SLN kleiner als 1:500 keine Kristalle mehr auftraten. PQ013 ist in einem

500fachen molaren Uberschuss an Trimyristin (SLN) vollstindig |8slich.

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8
PQ013 58,4 5,8 2,92 1,46 0,98 0,58 0,12 0,058
[umol]

PQ013 23,4 2,32 1,17 0,58 0,39 0,23 0,05 0,02
[mg]
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Verhaltnis [1:1 1:10 1:20 1:40 1:60 1:100 1:500 1:1000
(molar)

Kristalle |J J J J J J N N

Beispiel 7: Herstellung von Immunoliposomen durch Speedmixen

Durch dieses Beispiel soll die einfache und fir das Kopplungslipid schonende
Herstellung von Immunoliposomen durch Speedmixen demonstriert werden.

A) Immunoliposomen mit 1gG. 37,7 mg hydriertes EPC, 10,8 mg Cholesterol, 6,6
mg DSPE-PEG-2000 und 0,44 mg DSPE-PEG-2000-Maleimid wurden in ein Glasvial

(Durchmesser 10 mm) gemeinsam mit 100 mg Glasperlen (Durchmesser 1 mm)

eingewogen. Die Lipide wurden mit 150 ul CHCIs/MeOH 2:1 gelést, anschlieBend
das Lésemittel durch einen Stickstoffstrom wieder entfernt, so dass ein Lipidfilm
zurlckblieb. Lésungsmittelreste wurden ldber Nacht im Vakuum entfernt.

80 ul HEPES-Puffer (20 mM HEPES, 130 mM NacCl, pH: 6,8) wurde zugegeben, das
geschlossene Vial bei 37°C fiir 5 Minuten inkubiert und anschlieBend fiir 10 Minuten
bei 3540 rpm gespeedmixt.

Unspezifisches 1gG wurde gemaB Huwyler, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:14164-14169 (1996) mit 2-Iminothiolan thioliert. Der thiolierte Antikérper
wurde anschlieBend durch Dialyse in Borat-Puffer, pH 8,0, von Uberschiissigem
Iminothiolan befreit und auf ein Volumen von etwa 500 pl konzentriert. Die 1gG-
Lésung wurde zum Liposomen-Gel gegeben und die Mischung zur Redispergierung
30 Sekunden gespeedmixt und die Mischung zwei Stunden bei RT inkubiert.
AnschlieBend konnten die Liposomen weiter verdinnt und durch Chromatographie

an Sephadex® G50 von nicht gebundenem Antikérper getrennt werden.

B) Immunoliposomen mit einem LDL-bindenden Peptid. Es wurde zunéachst ein

Lipidfilm hergestellt. Hierzu wurden 120 mg EPC3/Cholesterol (55:45 mol:mol),
16,4 mg DSPE-MPEG (2000), 8 mg DSPE-PEG-Maleimid, und 500 pl einer img/mil-
Lésung des fluoreszierenden Farbstoffs  Lissamine Rhodamine-PE in
Chloroform/MeOH 2:1 (d.h. 0,5 mg Lissamine) in einem 25 ml| Kolben gegeben und
mit ca. 5 ml CHCIl3/MeOH 2:1 in Ldédsung gebracht. Das Lésungsmittel wurde mit
Hilfe eines Rotationsverdampfers entfernt, so dass ein rétlich-glasiger Lipidfilm
zurlckblieb. Dieser wurde (ber Nacht im Vakuum getrocknet, aus dem Kolben
gekratzt und unter trockenen Bedingungen aufbewahrt.

20 mg dieser Lipidmischung wurden in ein 10 ml Glasvial zum Zubérdeln
(Durchmesser aussen 20 mm) gegeben, in dem sich 100 mg Glasperlen

(Durchmesser 1 mm) befanden. Durch das Septum wurden 40 pul einer 0,35 M
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Fosphenytoin-Lésung (in 150 mM Borat-Puffer plus 100 mM EDTA, pH 8) gegeben
und das Gemisch wurde zunédchst 30 s, nach weiteren 5 min dann fir 5 min bei
3540 rpm gespeedmixt. AnschlieBend wurde 50 pl einer Peptidlésung, enthaltend
30 nmol eines 26 AS-Peptids aus der Bindungsregion des humanen ApoA4 mit einer
Mercaptopropionsaure am N-Terminus (zur Bindung an die Maleimidgruppe auf den
Liposomen) sowie 100 pul 150 mM Boratpuffer (plus 100 mM EDTA) zu der viskosen
Liposomendispersion gegeben und 2 min gespeedmixt. Es wurde lber Nacht bei RT
inkubiert, die Liposomendispersion anschlieBend mit 2 ml PBS (1 mM, pH 6 plus
150 mM NaCl) verdinnt und das ungebundene Peptid und das nicht
eingeschlossene Fosphenytoin durch Gelfiltration an Sephadex® G-59 Fine

abgetrennt.

Beispiel 8: Gleichmé&Biges und rasches Einarbeiten von Wirkstoffen zwischen die

Vesikel von vorgefertigten VPG durch Speedmixen

Bei diesen Experimenten sollte gezeigt werden, dass Wirkstoffe/Farbstoffe rasch in
bereits vorgefertigte VPG eingearbeitet werden kdénnen (VPG-Herstellung z. B.
durch Hochdruckhomogenisation). Ziel ist die gleichmaBige Verteilung des Wirk-
/Farbstoffs zwischen den Vesikeln, was eine wichtige Voraussetzung flir das passive
loading darstellt. In den folgenden Beispielen wurde das Einarbeiten von Trypan-
Blau als Modellwirkstoff sowie von Gemcitabine als relevanter Wirkstoff zwischen

die Vesikel bei vorgefertigten VPGs durch Speedmixen untersucht.

A) Rasches Einarbeiten eines Modellwirkstoffs (Trypan-Blau). In eine 25 ml

Injektionsflasche aus Klarglas wurde 1 g VPG (660 mM Lipid, Mischung von
hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%), als feste Ldsung
vorliegend) eingeflllt, und die Flasche kurz zentrifugiert, so dass sich eine
gleichmé&Big dicke Schicht des VPG am GefdBboden ausbildete. Zu dieser Schicht
wurden 135 pl einer 0,04%igen Trypan-Blau-Lésung gegeben und das GefaB fir 1
Minute bei 3540 rpm gespeedmixt. Durch genaue Sichtprifung wurde festgestellt,

das der Farbstoff gleichmaBig in das VPG eingearbeitet wurde.

B) Rasches Einarbeiten von Gemcitabine. In eine 25 ml Injektionsflasche wurde 3,7
g VPG (660 mM Lipid, Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und

Cholesterol (55/45 mol%), als feste Lésung vorliegend) eingefillt, und die Flasche
kurz zentrifugiert, so dass sich eine gleichmaBig dicke Schicht des VPG am
GefaBboden ausbildete. Zu dieser Schicht wurden 500 pl ul einer Gemzar®-Lésung
gegeben (enthdlt 38,02 mg Gemcitabine/ml; Gemzar® ist der Name des

Gemcitabine enthaltenden Arzneimittels der Fa. Lilly, 1 Durchstechflasche enthalt
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200 mg Gemcitabine (lyophilisiert) und wird mit 5,0 ml 0,9 % NaCl rekonstituiert).
Das Gemisch wurde bei 3540 rpm 0,5 Minuten gespeedmixt.

AnschlieBend wurde das VPG-Gemcitabine-Gemisch sowie eine Vergleichsprobe, bei
der Gemcitabine durch zweimaliges Schitteln Gber 10 und 5 Minuten und
dazwischenliegender 1-stiindiger Inkubationpause bei Raumtemperatur in das VPG
eingearbeitet wurde, zum passiven Loading 2 Stunden bei 60 °C inkubiert,
anschlieBend das VPG redispergiert und die Einschlusseffizienz fir Gemcitabine
bestimmt.

Einschlusseffizienz bei Einarbeiten des Gemcitabine durch Speedmixen: 44 %.

Einschlusseffizienz bei Einarbeiten des Gemcitabine durch Schitteln: 47 %.

Beispiel 9: Schnelles und sicheres Redispergieren von leeren und wirkstoffhaltigen
viskosen, partikelenthaltenden Wirkstoffformulierungen durch Speedmixen/Mischen
mittels DAZ

A) Redispergieren eines VPG durch Speedmixen bei mehrstufiger Zugabe des

Verdiinnungsmediums (Redispergiermediums)

(i) 3,7 g eines VPG (hergestellt durch Hochdruckhomogenisation (700 bar, 10
Zyklen) einer als feste Lésung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phospha-
tidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%)) wurden in eine 25 ml Injektionsflasche
eingewogen und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurde fiir das Redispergieren
zunachst 500 pupl NaCl-Lésung =zugegeben und fiir 1 Minute gespeedmixt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 6,4 ml NaCl-Lésung und es wurde wieder 1
Minute gespeedmixt. Die entstandene Dispersion war homogen und frei von groBen

Partikeln, die VesikelgréBenbestimmung durch PCS ergab 28,1 nm.

(i) Zu 4,2 g eines Gemcitabine enthaltenden VPGs (hergestellt durch
Hochdruckhomogenisation (700 bar, 10 Zyklen) einer als feste Ldsung vorliegenden
Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%) und
anschlieBendes passives Loading mit Gemcytabine-Hydrochlorid) wurden in einer
25 ml Injektionsflasche zunachst 500 pl NaCl-Lésung zugegeben und fir 1 Minute
gespeedmixt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 5,9 ml NaCl-Lésung und es
wurde wieder 1 Minute gespeedmixt. Die entstandene Dispersion war homogen und

frei von groBen Partikeln, die VesikelgréBenbestimmung durch PCS ergab 37,8 nm.

B) Redispergieren eines VPG durch einmalige Zugabe des Verdiinnungsmediums.

1,0 g eines VPG (hergestellt durch Hochdruck-homogenistaion einer als feste
Lésung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und

Cholesterol (55/45 mol%)) wurde in ein 25 ml Injektionsflasche eingewogen, es
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wurden 2 g Glasperlen (Durchmesser ca. 5 mm) zugegeben und kurz zentrifugiert.
AnschlieBend wurde fir das Redispergieren 2,0 ml NaCl-Lésung zugegeben und fir
2 Minuten gespeedmixt. Die entstandene Dispersion war homogen und frei von

groBen Partikeln, die VesikelgréBenbestimmung durch PCS ergab 35,9 nm.

C) Redispergieren durch Zugabe des Verdinnungsmediums mit Hilfe eines

Applikators. Hier wurde das Redispergiermedium durch einen Applikator (Fig. 4)
zugegeben: In ein Glasvial (Innendurchmesser ca. 13 mm) wurde ein 0,5 ml
Eppendorf-GefaB gesteckt, das am unteren Ende eine kleine Bohrung aufwies. Die
Bohrung war so klein, das keine wésserige Lésung durchtropfen konnte. In das
Eppendorf-Gefa wurde 250 ul der 5%igen Mannitollésung gegeben (Redispergier-
medium) und in das Glasvial 125 mg eines VPG (hergestellt durch Hochdruck-
homogenistaion einer als feste Lésung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-
Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%)). Das Glasvial wurde
verschlossen, wodurch gleichzeitig das Eppendorf-GefaB fixiert wurde. Das
Konstrukt wurde fiir 30 Sekunden gespeedmixt. Die entstandene Dispersion war
homogen und frei von groBen Partikeln, die VesikelgréBenbestimmung durch PCS

ergab 36,8 nm.

D) Redispergieren einer Liposomen-enthaltenden Creme. 200 mg ,Aloe Vera

Liposomen Gel* der Fa. Anton Hibner wurde in einen PE-Becher
(Innendurchmesser ca. 14 mm) eingewogen und mit 2 ml Wasser versetzt. Die
Mischung wurde fiir 2 Minuten gespeedmixt, die entstandene Dispersion war

homogen und frei von groBen Partikeln.

E) Probenvorbereitung bei der GrdéBenbestimmung bei einer Siliziumdioxid-

Dispersion Es wurde 1 g einer SiO,-Dispersion (2,8 g SiO,/100ml) mit 1 ¢
Glasperlen (Durchmesser 1 mm) sowie 9 ml| Wasser versetzt und im PE-Becher
(Innendurchmesser ca. 34 mm) fiur 10 Minuten gespeedmixt. AnschlieBend konnte
eine GréBenbestimmung mit PCS durchgefiihrt werden und ergab eine gut meBbare

Partikelgr6Be von 55 nm.

Beispiel 10: Reproduzierbares Herstellen einer Surfactantdispersion mit kleinen

Vesikeln aus lyophilisierten Surfactant durch Speedmixen

Zwei Flaschchen Alveofact Trockenampulle wurden fiir das Experiment verwendet
(Innendurchmesser ca. 13 mm). Ein Fldschchen wurde gemé&B der
Herstellervorschrift mit der vorgeschriebenen Menge NaCl-Lésung rehydratisiert

und extrudiert (siehe Alveofact Trockenampulle Fachinformation). Ein zweites
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Flaschchen wurde mit der gleichen Menge NaCl-Ldésung versetzt, danach aber 5
Minuten im Speedmixer® bei 3540 rpm behandelt. Die mittlere GrdéBen der
entstandenen Vesikel wurden durch PCS bestimmt und verglichen. Zudem wurden

die Dispersionen 9 Tage bei 4 °C aufbewahrt und dann nochmals vermessen.

Vial | (Herstellung nach Herstellerangabe):
starke Schaumbildung, genaues Abmessen der Suspension nicht méglich.
Partikel: 67,5 nm (die PCS-Messung ergibt eine sehr breite Verteilung, die bis
5 um reicht). Vereinzelt noch kleine Flocken zu sehen.
Nach 9 Tagen bei 4-8°C: Es hat sich ein Niederschlag gebildet.
Partikelgr6Ben wurden mit 132,9 nm bestimmt, was ein deutliches
Partikelwachstum bedeutet. Auch die enorme Breite der Verteilung (sehr
viele Partikel haben Partikeldurchmesser von {ber 5 um) lasst auf das
Vorhandensein von sehr groBen Partikeln schlieBen.

Vial Il (Herstellung durch Speedmixen):
kein Schaum, sauberes Abmessen maéglich.
Partikel: 48,1 nm (deutlich schmalere Partikelverteilung, die im PCS bis 1 um
reicht)
Dispersion scheint den Kontakt zur Glaswand zu scheuen, Bildung von
groBen Vakuolen beim Schitteln: Dies bedeutet eine sehr verringerte Ober-
flachenspannung der Dispersion, entsprechend dem Lungen-Surfactant.
Nach 9 Tagen bei 4-8°C: PartikelgréBe: 48,8 nm. Damit hat sich die primar
hergestellte Dispersion nicht gedndert. Es wurde im Gegensatz zu Vial | kein

Niederschlag beobachtet.

Beispiel 11: Herstellen von Liposomen aus Ldsungen von Lipiden in organischen

Lésungsmitteln und einer wésserigen Phase durch Speedmixen

Bei diesem Beispiel wurden Liposomen durch eine Kombination der
Injektionsmethode mit der Liposomenherstellungsmethode durch Speedmixen
kombiniert. Zu diesem Zweck wurde ein Glasvial (Innendurchmesser ca. 13 mm)
mit 100 mg Glasperlen (Durchmesser ca. 1 mm) gefillt. In den Hals des Vials
wurde ein 0,5 ml Eppendorf-GefdB gesteckt, das am unteren Ende eine kleine
Bohrung aufwies. Die Bohrung war so klein, das weder Wasser noch Ethanol

durchtropfte.

A) Vorlegen der Lipide in_organischen Lésungsmitteln, Zugabe der wésserigen

Phase durch Applikator. In das Glasvial wurde eine L6sung von 80 mg S80 in 100 pl

Ethanol eingefillt. Das Eppendorf-GefdB wurde aufgesteckt und mit 400ul NaCl-
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Lésung beflllt. Das Konstrukt wurde zugeschraubt, wodurch auch das aufgesteckte
Eppendorf-GefaB stabilisiert wurde. AnschlieBend wurde bei 3540 rpm flir 5 Minuten
gespeedmixt, wobei ein leicht tribes, stark viskoses Gel entstand. In das obere
Eppendorf-GefaB wurden weitere 500 pl NaCl-Lésung gegeben und das Konstrukt
weitere 5 Minuten gespeedmixt. Es entstand eine liposomale Formulierung, die

mittlere Gr6Be der Liposomen wurde mit Hilfe der PCS zu 122,7 nm bestimmt.

B) Vorlegen der Lipide in _organische Lésungsmitteln, schrittweise Zugabe der

wésserigen Phase. Versuch | wurde in dem Sinne wiederholt, als das zur

ethanolischen Lésung von S80 die ersten 400 ul NaCl-Lésung in 100 pl Schritten
zugegeben wurden und die Mischung jeweils fiir 2 Minuten gespeedmixt wurde.
AnschlieBend wurden, wie bei Versuch |, die restlichen 500 pul NaCl-Lésung auf
einmal zugegeben und nochmals 5 Minuten gespeedmixt. Die mittlere GréBe der

entstandenen Liposomen wurde mit 116,1 nm bestimmt.

C) Vorlegen der wésserigen Phase, Zugabe der Lipide in organischen

Lésungsmitteln mit Applikator. In das Glasvial wurden 900 ul NaCl-Lésung

eingeflillt, in das aufgesteckte Eppendorf-GefaB eine Lésung aus 80 mg S80 in 100
ul Ethanol. Das Konstrukt wurde fiir 10 Minuten gespeedmixt. Die enstandenen

Liposomen wurden mit Hilfe der PCS mit 83,9 nm bestimmt.

Beispiel 12: Sicheres und rasches Einarbeiten von Liposomen in Salben, Cremes

und Gele und deren Grundlagen

In eine handelstbliche Creme (Tagescreme mit Nachtkerzendl der Fa. Anton
Hibner) wurden Siliziumdioxid-Partikel enthaltende Dispersionen eingearbeitet. Zur
Verwendung kamen Dispersionen, die ca. 2 g Siliziumdioxid/100 ml enthielten
sowie 10, 15, 30 und 40 % des Phosholipids S 80 (Herstellung siehe Bsp. 5F).
Hierzu wurden 1,2 — 2,3 g der Creme in einen PE-Becher (Durchmesser innen ca.
34 mm) eingewogen und mit verschiedenen Anteilen von 10 — 50 Gew% der
Siliziumdioxid-Dispersionen versetzt und anschlieBend 20 Minuten bei 3540 rpm

gespeedmixt. In allen Versuchen wurden homogene Cremes erhalten.

Creme [g] Siliziumdioxid-S80- |S80-Anteil in der
Dispersion (Gewicht [ Silizumdioxid-S80-
[g] und Gewichts-%) | Dispersion [%]

1,19 1,22 (50) 10
1,40 0,27 (20) 10
2,26 0,24 (10) 40
2,24 0,23 (10) 30
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2,27 0,22 (10) 15

Beispiel 13: Erleichterung der Hochdruckhomogenisation durch DAZ-Vorbehandlung

7,0 g einer als feste Ldsung vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-
Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%) wurde in eine PE-Becher
(Innendurchmesser ca. 51 mm) eingewogen und mit 14 ml 5%iger Mannitollésung
versetzt. Die Mischung wurde 20 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt, anschlieBend
wurde die dann homogene Mischung der Hochdruckhomogenisation unterworfen (3
Zyklen). Das resultierende VPG wurde redispergiert und die VesikelgréBen mit 28,9
nm bestimmt (PCS), was der Ublichen PartikelgréBe in einem VPG entspricht, das

nur durch Hochdruckhomogenisation hergestellt wurde (10 Zyklen).

Beispiel 14: Herstellung von Emulsionen durch Speedmixen

Es wurden Emulsionen aus Sojadél (10%) in Wasser mit Phospholipid S75/S80 als
Emulgator (2,4% und 1,2%) hergestellt.

A) Emulsion mit 2.4 % Emulgator. 2 ml einer Dispersion von S75 (2,66 g S75/l)

werden mit 220 pl Sojaél in einem PE-Becher (Innendurchmesser ca. 14 mm)
zusammengefihrt und bei Raumtemperatur 5, 10 und 15 Minuten gespeedmixt
(83540 rpm). Die Emulsionen wurden mit der PCS vermessen. Nach einer Mix-Zeit
von 10 Minuten wurde auch die Teilchenzahl > 1 pum mit Hilfe des
Abschattungsverfahrens bestimmt. Zu Vergleichszwecken wurde auch die

Lipiddispersion der Lipidemulsion NuTRIflex® der Fa. B. Braun vermessen.

Bereits nach 5 Minuten hatte sich eine Emulsion gebildet mit einer TeilchengrdBe
um 50 nm, die sich auch durch weiteres Speedmixen nicht dnderte. Die Anzahl der
Teilchen > 1 um der so hergestellten Emulsion betrug bei einer Verdinnung von
1:20 Mill. 48 (pro ml). Das NuTRIflex®-Produkt hatte &hnlich viele Teilchen in

diesem Gr6Benbereich (58, gleiche Verdinnung).

Exp. Mix-Zeit Teilchengrd Be Partikel pro ml
(Verdinnung 1:20 Mill.)

22a 5 53,8 53

22b 10 55,4 48

22¢ 15 51,8 66

NuTRIflex® - 197,0 58
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B) Emulsion mit 1,2 % Emulgator. 1 g Sojaél und 120 mg S80 wurden in einem PE-

Becher (Innendurchmesser ca. 14 mm) zusammengegeben und 1,8 g Glasperlen
(Durchmesser Tmm) und 1 ml Wasser zugefligt. Die Mischung wurde auf 60 °C
erwdrmt und anschlieBend 5 Minuten gespeedmixt (3540 rpm). Durch Zugabe von
9 ml Wasser wurde die Emulsion auf 10 % eingestellt. Die PartikelgréBe wurde mit

Hilfe von PCS zu 49,2 nm bestimmt.

Beispiel 15: Herstellung von festen Lipid Nanopartikeln (SLN) durch Speedmixen

Es wurden SLN aus Trimyristin (10%) in Wasser und Tyloxapol als Emulgator (6 %)
hergestellt. 1 g Trimyristin und 560 mg Tyloxapol wurden mit 1.400 pl Wasser in
einem PE-Becher (Innendruchmesser ca. 34 mm) zusammengegeben. Es wurden
1,5 g Glasperlen (Durchmesser 1 mm) zugegeben und das Gemisch auf 80°C
erwarmt. AnschlieBend wurde 5 Minuten bei 3540 rpm gespeedmixt. Die
Erwarmung des viskosen Gemisches und das Speedmixen wurde noch dreimal
wiederholt. AnschlieBend wurde durch Wasserzugabe die Dispersion auf 10 %
Trimyristin eingestellt und fir 12 Stunden bei 4-6°C im Kihlschrank belassen. Die
TeilchengréBe wurde mit Hilfe der PCS mit 69,8 nm bestimmt. Die Anzahl der
Teilchen > 1 um der so hergestellten SLN betrug bei einer Verdinnung von 1:20
Mio lediglich 9 Partikel. Ein fiir die klinische Routine zugelassene Lipiddispersion
(NuTRIflex® von B. Braun, siehe Beispiel 1.12) hatte eine weit héhere Anzahl

Teilchen in diesem Gr6Benbereich (58, gleiche Verdiinnung).

Beispiel 16: Redispergieren mittels DAZ-Mischvorrichtung

125 mg Liposomen-Gel, hergestellt durch 20 Minuten Speedmixen einer Mischung
von 50 mg hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol (55/45 mol%) und 75
ul 5%iger Mannitollésung sowie 100 mg Glasperlen, wurde mit 250 ul
Mannitollé6sung versetzt, in einem Eppi in den Mischbehalter wie in Fig. 3 in den
Speedmixer gegeben und fir 20 Sekunden gespeedmixt. Die redispergierte
Liposomendispersion war homogen und frei von groBen Partikeln, die durch PCS

bestimmte mittlere GréBe der Vesikel betrug 74,2 nm.

Beispiel 17: Gewebeaufschluss mittels DAZ

Das in Beispiel 16 beschriebene Verfahren kann auch zur Zertrimmerung von
biologischen Proben (z.B. Gewebe) eingesetzt werden. Insbesondere kénnen mit
dieser Technik auch sehr kleine Probenmengen zertrimmert werden. Hierzu wurden

tieftemperatur-geeignete Aufnahmebehélter flr Probenvials hergestellt (siehe Fig.
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10 bis 12), in die verschiedene Typen von sog. Kryo-Vials und Eppis fest
eingespannt werden kénnen. Die folgenden Experimente wurden mit 2 ml Kryovials
von Greiner durchgefihrt. Hierzu wurden kleine Stlicke Gewebe (Muskelfleisch vom
Rind) in die Kryovials gegeben, es wurden Glasperlen zugefiigt, die Vials
verschlossen und in flissigem Stickstoff eingefroren (Art/Menge der Glasperlen und
Gewicht der Gewebe siehe Tab. 5).

AnschlieBend wurden die Vials in den vorgeklhlten Aufnahmebehélter gedriickt,
dieser in den Speedmixer eingesetzt und fir 30 s bei 3450 rpm gespeedmixt. Dann
wurden die Vials entnommen, ihr Inhalt geprift und anschlieBend erneut fir 30 s
gespeedmixt. Falls notwendig wurde zwischendurch erneut abgeklhlt. Dies wurde
so lange wiederholt, bis der Inhalt der Vials ein feines Pulver war bzw. bis sich der
Inhalt der Vials von Intervall zu Intervall nicht mehr sichtbar ver&nderte. Die
Ergebnisse sind in Tab. 5 zusammengefasst. Das rétlich-weiBe Gewebepulver kann
das zur weiteren Verarbeitung (z.B. Lipidextraktion oder RNA-Extraktion)

eingesetzt.

Tabelle 5: Gewebeaufschluss mit Speedmixer

Experiment Gewicht Gewebe | Glasperlen Ergebnis
(Durchmesser/Menge)

1 82 mg 1 mm, 103 mg Nicht einfach
zertrimmerbar,
groBe Brocken,
Oberflache
pulvrig

2 55 mg 3mm, 136 mg/3 60 Sekunden —

Stick feines Pulver
3 55 mg 5mm, 171 mg/1 60 Sekunden —
Stiick feines Pulver

4 208 mg 1 mm, 96 mg Nicht einfach
zertrummerbar,
groBe Brocken,
Oberflache
pulvrig

5 216 mg 3 mm, 142 mg/3|120 Sekunden,

Stiick feines Pulver mit
kleinen Krimeln

6 243 mg 5 mm, 196 mg/1 |90 Sekunden -

Stiick feines Pulver

7 69 mg Mischung 5 mm (1) |60 Sekunden -

und 1 mm (52 mg) feines Pulver

8 232 mg Mischung 5 mm (1) |60 Sekunden -

und 1 mm (61 mg) feines Pulver
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Die Ergebnisse zeigen, das insbesondere kleine Mengen in dem hier genutzten Vial
rasch und vollstandig zertrimmert werden kdénnen. Wichtig ist aber auch die
Nutzung der richtigen Zertrimmerungs-Hilfe. In diesem Experiment haben sich die
gr6Bten Glasperlen (hier 5 mm) als am glnstigsten erwiesen. Offensichtlich haben
sie aufgrund ihres Gewichtes den grdBten Effekt, denn das Verfahren basiert auf
der Beschleunigung der Zertrimmerungshilfe. Ebenfalls als ginstig hat sich die
Kombination von kleinen und groBen Glasperlen erwiesen (siehe Tab. 5, Nr. 7 und
8). Hier konnten bei beiden ProbengréBen (<100 mg / >200 mg) gute Ergebnisse
erzielt werden.

Um die Nutzbarkeit dieser Technik im Bereich der Lebensmittelanalytik/-kontrolle
aufzuzeigen, wurde ein Kése (Parmigiano Reggiano der Fa. Gucina, 32 % Fett i.Tr.
(Aldi-Sud)) durch die oben beschriebene Technik in ein feines, gelblich-weiBes
Pulver (berfihrt. Hierzu waren insgesamt 60 s Speedmixen bei 3450 rpm
notwendig. Es wurden zwei Anséatze durchgefihrt (86 und 81 mg Parmesan-Kéase),
wobei zum einen Ansatz drei 3-mm Glaskugeln, zum anderen eine 5 mm Glaskugel
gegeben wurden. Die Ergebnisse waren nicht unterscheidbar.

Um die Nutzbarkeit dieser Technik im Bereich der (pharmazeutischen) Analytik
aufzuzeigen, wurde zur Probenvorbeitung eine halbe Tablette Paracetamol-
ratiopharm® 500 bei Raumtemperatur in ein Eppendorf-GefaB gegeben. Als
Zertrimmerungs-Hilfe dienten zwei Stahlkugel, Durchmesser 3 mm. Durch die
oben beschriebene Technik wurde innerhalb von 30 s ein feines weiBes Pulver
erzeugt, das sich jetzt einfach fur die weitere Analytik einwiegen lieB. Die Technik

kann also als Ersatz fiir einen Mérser genutzt werden.

Beispiel 18: Herstellung von Liposomen in Injektionsflaschen

Bei zukiinftigen ,Bedside-Preparations” von liposomalen Formulierungen werden
aus heutiger Sicht Injektionsflaschchen aus Glas zum Einsatz kommen. Aus diesem
Grunde wurden auf Basis solcher GefédBe (25 ml Injektionsflasche,
Aussendurchmesser 36 mm) Experimente (i) zum EinfluB der Lipidkonzentration
wahrend des Speedmixens, (ii) zum EinfluB der Speedmix-Zeit und (iii) zum EinfluB
unterschiedlicher Homogenisierungs-Hilfen (Glaskugeln mit unterschiedlichem

Durchmesser) auf den Homogenisiererfolg (VesikelgréBe) durchgefiihrt.

(i) EinfluB der Lipidkonzentration: Jeder Ansatz enthielt 0,5 g einer als feste Ldsung

vorliegenden Mischung von hydriertem Ei-Phosphatidylcholin und Cholesterol
(55/45 mol%) sowie 0,5 g Glasperlen (Durchmesser 1 mm) als Homogenisier-Hilfe.

Es wurde soviel 0,9%ige Kochsalzlésung zugegeben, dass Dispersionen mit 10, 25,
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35, 40, 45 und 50 Gew.% an Lipid enstanden. Diese Dispersionen wurden jeweils
20 min bei 3540 rpm gespeedmixt, anschlieBend wurden die VesikelgréBen mit
Hilfe der PCS bestimmt. Jedes Experiment wurde viermal durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Fig. 6A dargestellt. Es zeigte sich, dass die kleinsten Vesikel mit
Lipidkonzentrationen von 35-45 % herstellbar sind (57-65 nm). In diesem
Konzentrationsbereich sind die Ergebnisse auch am reproduzierbarsten, was an den

kleinen Standardabweichungen zu erkennen ist.

(ii) EinfluB der Speedmix-Zeit: Es wurde wie unter (i) beschrieben gearbeitet,

allerdings wurde in allen Experimenten mit dem gleichen Lipidkonzentration von
40% . Die Speedmix-Zeiten waren 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 und 50 min. Es konnte
eine Verkleinerung der Vesikelgr6Ben mit steigender Speedmixdauer gezeigt
werden (Fig. 6B). Nur nach 1 min herrschten sehr groBe und heterogen
grdBenverteilte Vesikel vor. Bereits nach 5 Minuten waren Vesikel mit einer GréBe
kleiner als 80 nm nachweisbar. Nach 50 Minuten hatten die Vesikel eine GréBe, die
knapp udber 50 nm lag und sich nicht stark von den Gr6éBen bei 30 und 40 Minuten

Speedmixdauer unterschieden.

(iii) EinfluB der Dispergierhilfen: Es wurde wie unter (ii) beschrieben gearbeitet,

allerdings in allen Experimenten mit der gleichen Lipidkonzentration (40%) und der
gleichen Speedmix-Zeit (30 min). Variiert wurde die Art der Glasperlen, die als
Aufschittelhilfe zu den Lipidmischungen gegeben wurden. Es wurde jeweils 0,5 ¢
Glasperlen mit den Durchmessern 0,25-3 mm, 0,4-0,6 mm, 1 mm oder 3 mm
zugegeben. Es konnte gezeigt werden, das die Glasperlen mit dem Kkleinsten
Durchmesser zum schlechtesten Homogenisiererfolg flihrten, die Vesikel hatten
eine GrdoBe von etwa 80 nm (Fig. 6C). Glasperlen von 0,4 mm bis 3 mm zeigten
keinen signifikant unterschiedlichen Effekt auf das Homogenisierergebnis, die

VesikelgréBen lagen zwischen 52 und 58 mm.

Beispiel 19: Abhéingigkeit der erzielbaren Vesikelgr6Ben von der DAZ-

Geschwindigkeit

Um die Abhangigkeit der TeilchengréBen von der Geschwindigkeit des Speedmixers
und damit von der Intensitdt des Homogenisiervorganges zu zeigen, wurden wie in
Beispiel 18 (Liposomen-Herstellung in Injektionsflaschchen) beschrieben Liposomen
hergestellt. Dabei wurde immer 20 min gespeedmixt, die Speedmixgeschwindigkeit
wurde bei den Experimenten von 2000 rpm bis zu 3450 rpm - der maximalen

Geschwindigkeit des =zur Verflgung stehenden Speedmixers - variiert. Das
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Rickdrehverhdltnis lag konstant bei 4,2:1. Die Ergebnisse dieser Experimente sind
in Fig. 7 dargestellt.

Die Untersuchung zeigt, dass die erzielbaren Vesikelgr6Ben von der
Speedmixgeschwindigkeit abh&ngen und dass durch  Steigerung der
Speedmixgeschwindigkeit kleinere VesikelgroBen erzielbar sind. Relevante
Geschwindigkeiten fur die Herstellung insbesondere von kleinen Vesikeln unter 100
nm liegen im Bereich Gber 2000 rpm. Durch Berechnung einer Ausgleichsfunktion
kann zudem gezeigt werden, dass bei weiterer Steigerung der Geschwindigkeit
Teilchengr6Ben im Bereich von 30 nm realisierbar sein sollten (zwischen 4000 und
5000 rpm).

Beispiel 20: Arbeiten mit geringen AnsatzgrdBen

Ein wichtiger Aspekt der Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln wie z.B.
Liposomen ist, das man mit der DAZ-Technik unter sterilen Bedingungen auch sehr
kleine Mengen, wie sie in Tierversuchen oder im Bereich der Zellkultur benétigt
werden, verarbeiten kann. Um dies zu zeigen, wurde ein Experiment durchgefiihrt,
bei dem in einem 10 ml Probenglas mit Rollrand (Typ N20-10 DIN (10 ml),
Macherey-Nagel), das unter sterilen Bedingungen geflllt und zugebérdelt werden
kann, Liposomen aus einer EPC-3/Cholesterol-Mischung (siehe Beispiel 1)
hergestellt wurden. Als Ansatzgr6Ben wurden 40, 20, 10 und 5 mg Lipid gewahlt. In
jedes Vial wurde zudem 120 mg Glasperlen (Durchmesser 1 mm) als
Homogenisierhilfe gegeben. Es wurde jedem Vial 0,9%ige Kochsalzlésung
zugesetzt, das Volumen entsprach dabei 150 % des Gewichtes des eingewogenen
Lipids. Die Lipidgewichte und die zugegebene Flissigkeitsmenge sind in Tab. 6
dargestellt. Die Proben wurden jeweils 30 s gespeedmixt, dann fir 25 min bei
Raumtemperatur belassen. AnschlieBend wurden die Proben nochmals 5 min bei
3450 rpm gespeedmixt. Es wurde mit Kochsalzlésung auf einen Lipidgehalt von 10
mM verdinnt (Zugabe von 6,86 ml, 3,43 ml, 1,80 ml bzw. 0,95 m| Kochsalzlésung,
anschlieBend 3 min speedmixen), anschlieBend wurden die Vesikelgré6Ben mit Hilfe
der PCS bestimmt (Tab. 6). Alle VesikelgréBen, auch die bei den sehr kleinen

Anséatzen, waren untereinander vergleichbar und zudem sehr klein.

Tabelle 6: Vesikelgr6Ben bei kleinen Ansatzgr6Ben

Experiment | Lipidmenge Volumen 0,9%ige | VesikelgrdBe

Kochsalzlésung

1 39,9 mg 59,9 ul 51,2 nm
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10,02 mg 30,0 pl 49,8 nm
10,48 mg 15,7 ul 44,2 nm
5,53 mg 8,3 ul 51,5 nm
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von lipidbasierten Nanopartikeln  durch
Homogenisieren einer Lipidkomponente mit einer wasserigen Komponente und/oder
durch Einarbeiten von Verbindungen in vorgefertigte lipidbasierte Nanopartikel in

einer dualen asymmetrische Zentrifuge (DAZ).

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei

(i) die Homogenisierung bzw. das Einarbeiten bei wenigstens 200 rpm, bevorzugt
bei wenigstens 1000 rpm, besonders bevorzugt bei 2000 bis 3540 rpm, am
bevorzugtesten bei 2500 bis 3540 rpm erfolgt; und/oder

(ii) die g-Zahl wenigstens 1,2 g, bevorzugt wenigstens 80 g, besonders bevorzugt
wenigstens 300 g, ganz besonders bevorzugt von 550 bis
1000 g oder von 620 bis 1500 g betréagt; und/oder

(iii) das Ruckdrehverhéltnis von 1:6 bis 6:1 betragt, bevorzugt kleiner als 5:1,
besonders bevorzugt kleiner als 3:1 ist; und/oder

(iv) die Zentrifugationszeit von 30 s bis 1 h, bevorzugt von 1 bis 40 min, besonders
bevorzugt von 3 bis 20 min betragt; und/oder

(v) eine Mischhilfe, bevorzugt Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,5 bis 6

mm, verwendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei

(i) die Lipidkomponente eines oder mehrere Amphiphile, Lipide, Detergentien
umfasst, bevorzugt mindestens ein Lipid ausgewdhlt aus Phospholipiden,
Glycolipiden, Cholesterolen, Sphingolipiden, Polyethylenglykol-Lipidderivaten,
kationischen Lipiden, Triglyceriden und Wachsen, wobei bei Einsatz einer Mischung
als Lipidkomponente diese als feste Lésung oder als eine Mischung einzelner Lipid-
Kristalle eingesetzt wird; und/oder

(ii) die wasserige Komponente Wasser oder eine wasserige alkoholische und/oder
pufferhaltige L6sung ist; und/oder

(iii) die Lipid- und/oder wasserige Komponente eine oder mehrere funktionelle
Substanzen enthéalt, die lipophil oder hydrophil sein kénnen, wobei diese
Substanzen bevorzugt ausgewéhlt sind aus der Gruppe von pharmazeutisch
wirksamen, diagnostisch relevanten, kosmetisch wirksamen, biosynthetisch oder fir
die chemische Synthese relevanten Verbindungen; und/oder

(iv) als Hilfsstoffe Detergentien und/oder Emulgatoren zugesetzt werden.

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 3, worin die

lipidbasierten Nanopartikel hergestellt werden
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(i) durch Vorlage einer der beiden Komponenten in einem GefdB und nachfolgende
Zugabe der anderen Komponente wahrend der Homogenisierung in der DAZ; oder

(ii) durch Verwendung eines Gemisches aus Lipidkomponente und wasseriger
Komponente und anschlieBende Homogenisierung in der DAZ; wund/oder
(iii) durch Einarbeiten einer wasserigen Komponente in eine vorgefertigte

Dispersion lipidbasierter Nanopartikel (Redispersion).

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, wobei

(i) die Nanopartikel eine PartikelgréBe von 5 bis 1000 nm haben, bevorzugt von 15
bis 200 nm, besonders bevorzugt von 20 bis 150 nm; und/oder

(ii) GefaBe aus Glas oder Kunststoff eingesetzt werden; und/oder

(iii) Injektionsflaschchen als GeféBe eingesetzt werden; und/oder

(iv) GefdBe mit einem Durchmesser von 5 bis 75 mm, bevorzugt von 9 bis 75 mm
eingesetzt werden, besonders bevorzugt Eppendorf®-GefaBe mit einem
Durchmesser von 9 bis 10 mm und GlasgefdBe mit einem Durchmesser von 9 bis
40 mm; und/oder

(v) das Verfahren mit einer DAZ erfolgt, die zur Aufnahme von ReaktionsgeféBen
der GrdBe von 0,1 bis 110 ml, bevorzugt von 0,1 bis 25 ml, besonders bevorzugt

von 0,5 bis 2 ml geeignet ist.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 5, worin die
lipidbasierten Nanopartikel Liposomen einschlieBlich vesikuldrer Phospholipidgele
(VPG) sind, in denen bevorzugt

(i) die Konzentration der Lipidkomponente von 1 bis 600 mM, bevorzugt von 20 bis
600 mM, besonders bevorzugt von 200 bis 600 mM betrédgt; und/oder

(ii) die Lipidkomponente ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Phospholipide,
Cholesterol und kationische Lipide und besonders bevorzugt ein Phosphatidylcholin

ist.

7. Verfahren nach einem oder mehren der Anspriche 1 bis 4, worin die
lipidbasierten  Nanopartikel  Trépfchen in  Emulsionen, insbesondere in
Nanoemulsionen sind, die vorzugsweise

(i) von 10 bis 20% (w/v) Ol und von 0,5 bis 2,5 % (w/v) Lecithin oder
Polymeremulgatoren enthalten, und/oder

(ii) einen oder mehrere in Wasser unlésliche Wirkstoffe enthalten, bevorzugt
ausgewahlt aus der Gruppe von Taxanen, Amphotericin B, Campthotecin und

Dekapeptiden.
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8. Verfahren nach einem oder mehren der Anspriiche 1 bis 4, wobei die
lipidbasierten Nanopartikel feste Lipidnanopartikel (SLN) sind, die vorzugsweise
(i) bei héheren Temperaturen als Raumtemperatur hergestellt werden; und/oder
(ii) Triglyceride und/oder Wachse als Lipidkomponente sowie bevorzugt des
weiteren mindestens einen Emulgator oder ein Tensid enthalten, wobei der
Emulgator besonders bevorzugt Tyloxapol ist; und/oder

(ii) in Wasser unlésliche Wirkstoffe enthalten, bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe

von Taxanen, Amphotericin B, Campthotecin und Dekapeptiden.

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, das zur
Einarbeitung einer Verbindung in vorgefertigte Liposomen zur Vorbereitung des
passiven Loadings oder zur Lipoplexbildung geeignet ist, wobei
(i) der beim passiven Loading verwendete Wirkstoff bevorzugt ausgewdahlt ist aus
Gemcitabine, Vincristin, Vindesin und Platinverbindungen, und

(ii) die bei der Lipoplexbildung verwendete Nukleinsdure bevorzugt cDNA, siRNA
oder dsRNA ist.

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9, das zum

Screening lipidbasierter Nanopartikel im Bereich der Praformulierung geeignet ist.

11. Lipidbasierte Nanopartikel, insbesondere Liposomen, die gemaB dem Verfahren
nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9 herstellbar oder hergestellt sind,
und die bevorzugt empfindliche oder kurzlebige Substanzen enthalten, welche
besonders  bevorzugt ausgewdhlt sind aus  kurzlebigen Diagnostika,
lipidhydrolysierenden  Wirkstoffen —und hydrolyseempfindlichen  Wirkstoffen,

insbesondere aus Zytostatika.

12. Lipidbasierte Nanopartikel nach Anspruch 11,

(i) in denen maximal 10 % der wurspringlich im Verfahren eingesetzten
empfindlichen oder kurzlebigen Substanz zu einem Abbauprodukt umgewandelt
sind; und/oder

(ii) die maximal 10 % herstellungsbedingtes Lysolipid enthalten.

13. Zusammensetzung, insbesondere pharmazeutische oder diagnostische
Zusammensetzung, enthaltend die lipidbasierten Nanopartikel nach Anspruch 11
oder 12.

14. Verwendung der lipidbasierten Nanopartikel nach Anspruch 11 oder 12 zur
Herstellung von pharmazeutischen, kosmetischen, diagnostischen, im

Pflanzenschutz oder als Nahrungsmittel einsetzbaren Zubereitungen.
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15. Mischvorrichtung fir chemische und/oder biologische Substanzen, insbesondere
eine flir ein Verfahren gemas Ansprichen 1 bis 10 geeignete DAZ, mit

einer ersten Antriebseinrichtung (12) zum Drehen eines Auslegers (16) um eine
erste Drehachse (18),

einem in einem Abstand zur ersten Drehachse (18) mit dem Ausleger (16)
verbundenen Mischbehélter (40) zur Aufnahme der Substanzen und

einer zweiten Antriebseinrichtung (30) zum Drehen des Mischbehélters (40) um
eine zweite, durch den Mischbehélter (40) verlaufende Drehachse (28)

dadurch gekennzeichnet, dass

Innenwénde (46) des Mischbehdalters (40) unterschiedliche Abstande zur zweiten

Drehachse (28) aufweisen.

16. Mischvorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass der

Mischbehélter (40) im Wesentlichen zylindrisch ausgebildet ist.

17. Mischvorrichtung nach Anspruch 16, wobei eine Langsachse (47) des
Mischbehélters (40) in einem Winkel zur zweiten Drehachse (28) angeordnet ist,

und wobei der Winkel vorzugsweise im Bereich von 70 bis 110° liegt.

18. Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriche 15 bis 17,
gekennzeichnet durch einen Aufnahmebehélter (24) zur Aufnahme des
Mischbehalters (40), wobei der Mischbehélter (40) vorzugsweise zylindrisch ist und
die Langsachse des Aufnahmebehélters vorzugsweise mit der zweiten Drehachse

(28) zusammenfallt.

19. Mischvorrichtung flir chemische und/oder biologische Substanzen, insbesondere
eine fur ein Verfahren gem&B Anspriichen 1 bis 10 geeignete DAZ, mit

einer ersten Antriebseinrichtung (12) zum Drehen eines Auslegers (16) um eine
erste Drehachse (18),

einem in einem Abstand zur ersten Drehachse (18) mit dem Ausleger (16)
verbundenen Mischbehélter (40) zur Aufnahme der Substanzen und

einer zweiten Antriebseinrichtung (30) zum Drehen des Mischbehélters (40) um
eine zweite, durch den Mischbehdlter (40) verlaufende Drehachse (28),
gekennzeichnet durch eine innerhalb des Aufnahmebehélters (24) angeordnete
Halteeinrichtung zum lagegenauen Halten des Mischbehélters (40) in dem
Aufnahmebehalter (24).

20. Mischvorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die
Halteeinrichtung (72, 88) einen insbesondere zylindrischen Aufnahmeraum (74,
90, 92) aufweist, in dem der Mischbehalter (40, 48, 76, 94) einsteckbar ist.
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21. Mischvorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die

Innenabmessungen des Aufnahmeraums (74, 90, 92) den AuBenabmessungen des
Mischbehalters (40, 48, 76, 94) entsprechen.

22. Mischvorrichtung nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass
der Aufnahmeraum (74) mit einem Deckel (78) verschlieBbar ist, der eine Offnung

(80) zum Hindurchfiihren eines Mischbehalter-Halses (82) aufweist.

23. Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriche 20 bis 22,
gekennzeichnet durch ein insbesondere ringférmig ausgebildetes Dampfungs-

element (86), das an dem Mischbehélter (76) anliegt.

24. Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriche 19 bis 23,
dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung als Aufnahmebehéalter-Einsatz
(72, 88) ausgebildet ist.

25. Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriche 19 bis 24, dadurch
gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung (88) mehrere Aufnahmerdume (90)
aufweist, wobei die Ld&ngsachse mindestens eines Aufnahmeraums (90) parallel zur

zweiten Drehachse (28) und in einem Abstand zu dieser verlauft.

26. Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriche 19 bis 25,
dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung (88) mehrere Aufnahmerdume
(92) aufweist, wobei die Langsachse mindestens eines Aufnahmeraums (92)

senkrecht zur zweiten Drehachse (28) verlauft.

27. Mischbehélter fir eine DAZ, insbesondere zur Durchfihrung des Verfahrens
nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 10 wund/oder fir eine
Mischvorrichtung nach einem oder mehreren der Anspriiche 15 bis 26, mit

einem ersten Aufnahmeraum (50) zur Aufnahme einer ersten Substanz und
mindestens einem zweiten Aufnahmeraum (52) zur Aufnahme einer zweiten
Substanz,

dadurch gekennzeichnet, dass

in einer Trennwand (70) zwischen den Aufnahmerdumen (50, 52) eine Offnung (68)
vorgesehen ist, um beim Auftreten von Zentrifugalkraften ein Uberfiihren einer der
Substanzen in den anderen Aufnahmeraum (50, 52) zu ermdglichen.

28. Mischbehalter nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die Offnung
(68) auf einer Langsachse (56) des ersten und/oder zweiten Aufnahmeraums (50,

52) angeordnet ist.
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29. Mischbehalter nach Anspruch 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, dass der
zweite Aufnahmeraum (52) innerhalb des ersten Aufnahmeraums (50) angeordnet

ist.

30. Mischbehdlter nach einem der Anspriiche 27 bis 29, dadurch gekennzeichnet,

dass der zweite Aufnahmeraum (52) kegelférmig ausgebildet ist.

31. Mischbehalter nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass die Offnung
(68) an der Kegelspitze (66) angeordnet ist.

32. Mischbehalter nach einem der Anspriche 27 bis 31, dadurch gekennzeichnet,

dass der erste Aufnahmeraum (50) zylindrisch ist.

33. Kit zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem oder mehreren der Anspriiche
1 bis 10, umfassend

(i) eine oder mehrere Lipidkomponente(n), sowie optional eine wasserige
Komponente oder die nichtwasserigen Bestandteile der wasserigen Komponente
und/oder Pramixe dieser Komponenten; und/oder

(ii) vorgefertigte lipidbasierte Nanopartikel; und/oder

(iii) einen Mischbehdlter nach einem oder mehreren der Anspriche 27 bis 32.

34. Kit gemé&B Anspruch 33, umfassend den Mischbehélter nach einem oder

mehreren der Anspriiche 27 bis 32.

35. Verwendung der Mischvorrichtung und/oder des Mischbehdlters nach einem
oder mehreren der Ansprliiche 15 bis 32 zum Durchmischen von ein- oder
mehrphasigen Gemischen, zum Zellaufschluss und zur Aufarbeitung von Geweben

in einer dualen asymmetrischen Zentrifuge.

36. Verfahren zur  Zertrimmerung von  Feststoffen, bevorzugt zur
Gewebeaufarbeitung und zum Aufschluss von Zellen, umfassend die Behandlung

der Feststoffe in einer DAZ.

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei dem Feststoff Zertrimmerungshilfen
zugesetzt werden, bevorzugt Perlen aus Materialien wie Stahl, Achat, Korund und

Glas, besonders bevorzugt Perlen mit einem Durchmesser von mindestens 3 mm.

38. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, das in GefaBen mit einem Volumen von
maximal 10 ml, bevorzugt von maximal 2 ml durchgefiihrt wird, insbesondere in

Eppendorf® -GefaBen oder Kryo-Vials.

39. Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem oder mehreren der Anspriiche

36 bis 38, umfassend die Halteeinrichtung (88).
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