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1 EINLEITUNG

Die Entwicklung und Verfligbarkeit moderner Verhitungsmethoden spielte in den
letzten Jahrzehnten eine grof3e Rolle in der Arzneiformenentwicklung und unterstitzte
die Frauen in der Emanzipation. Darlber hinaus reduziert der Zugang zu Kontrazeptiva
die Sterblichkeitsrate von Muttern und Kindern, welche vor allem durch Armut, Hunger,
mangelnde Hygiene und fehlende Versorgungszentren, ein zu geringes Geburtsgewicht,
eine Friihgeburt oder den fetalen Tod und die Anzahl der durchgefiihrten Aborte bedingt
wird (1, 2). Neben modernen Methoden zur Bestimmung der Fruchtbarkeit nehmen
hormonelle Kontrazeptiva eine bedeutende Rolle in der Verhitung ein. Heutzutage nutzt
eine Vielzahl an Frauen weltweit die vielfaltigen Moglichkeiten zur Kontrazeption.
Wahrend der hormonellen Kontrazeption greifen synthetische Steroidhormone, welche
denen im nattrlichen Zyklus vorkommenden Estrogenen und Gestagenen ahneln, in den
Zyklus ein. Ein Zyklus dauert ca. 28 d und untergliedert sich in verschiedene Phasen,
die sich im Aufbau der Gebarmutterschleimhaut, der Ablaufe im Eierstock und in der
Anwesenheit verschiedener Hormone deutlich unterschieden. Eine schematische

Ubersicht zum Verlauf eines Zyklus ist in Abbildung 1 gegeben.

Ablaufe im Eierstock o @ 9 O @ ¢ ®
®
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14 128
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Abbildung 1:  Ablauf des weiblichen Menstruationszyklus, modifiziert nach (3), FSH: Follikel-
stimulierendes Hormon, LH: Luteinisierendes Hormon.
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In der ersten Zyklusphase, die auch als Follikel- oder Proliferationsphase bezeichnet
wird, reift in einem der beiden Eileiter eine befruchtungsfahige Eizelle heran. Unter
Einwirkung von Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) und Estrogen reifen die Follikel,
in denen sich die Eizelle in der ersten Zyklusphase befindet, in der Gré3e. Durch die
Estrogenausschiittung aus den Follikelwanden steigt ebenfalls der Estrogenspiegel im
Blut. Der Estrogenanstieg vor dem Eisprung bewirkt zusatzlich den Aufbau der
Gebarmutterschleimhaut und beeinflusst die Zusammensetzung des Zervixsekrets
zugunsten einer Befruchtung. Die zweite Phase des weiblichen Zyklus wird auch als
Ovulationsphase bezeichnet. In dieser Phase erreichen die Follikel die maximale Grol3e,
was wiederum einen hohen Estrogenspiegel zur Folge hat. Uber eine Riickkopplung mit
der Hirnanhangsdrise wird zu diesem Zeitpunkt vermehrt Luteinisierendes Hormon (LH)
ausgeschuttet. Der erhdhte LH-Spiegel fuhrt dazu, dass der am weitesten entwickelte
Follikel platzt. Dadurch wird die reife Eizelle in den Eierstock freigegeben, was auch als
Eisprung bezeichnet wird. In der sich anschlieRenden Lutealphase wird der Follikel in
eine Drise umgewandelt, welche aufgrund ihrer Farbe auch als Gelbkérper bezeichnet
wird. Der Gelbkdrper wiederum erzeugt das Hormon Progesteron. Durch den
Progesteronanstieg wird die Gebarmutterschleimhaut auf die Einnistung der
befruchteten Eizelle vorbereitet und die Konsistenz des Zervixschleims wird wieder
zahflussiger. Findet wahrend des Eisprungs keine Befruchtung der Eizelle statt, stirbt
der Gelbkérper ca. 12-16 d nach dem Eisprung ab. Infolgedessen sinken die Estrogen-
und Progesteronspiegel, was zur Abstol3ung der Gebarmutterschleimhaut fuhrt und die

Menstruation einleitet.

Das Ziel der hormonellen Kontrazeption ist es, eine Schwangerschaft zu vermeiden
bzw. das Risiko einer Schwangerschaft nach dem Geschlechtsverkehr zu verringern.
Dabei greifen die verwendeten synthetischen Steroidhormone entweder in die
Ovulationsphase oder die Lutealphase ein. Eine Kombination aus einem Estrogen und
einem Gestagen erwies sich fiir die hormonelle Kontrazeption als besonders
wirkungsvoll, da beide Komponenten auch im natirlichen weiblichen Zyklus vorkommen.
Uber einen Eingriff eines synthetischen Estrogen-Analogons in die zentrale
Ruckkopplung und der daraus folgenden verminderten Ausschittung von FSH und LH
setzt aufgrund des fehlenden Anstiegs von LH im Plasma die Ovulation aus. Des
Weiteren fuhren die synthetischen Gestagene zu einer Verdickung des Zervixsekrets,
zu einer verminderten Tubenmotilitdt und zur Hemmung der Endometriumproliferation,

was sich negativ auf die Einnistung der Eizelle auswirkt (4, 5).
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Das erste orale Kontrazeptivum namens Enovid® enthielt 150 ug Mestranol
(Estrogen) und 9,85 mg Norethisteron (Gestagen) und wurde 1957 zur Behandlung von
Menstruationsstérungen von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Erst
spater wurde festgestellt, dass diese Kombination auch zur Kontrazeption eingesetzt
werden kann, sodass die FDA im Mai 1960 einer Indikationserweiterung zustimmte. Die
ersten oralen Kontrazeptiva waren hochdosiert und zeigten dadurch héaufig
unerwiunschte Nebenwirkungen. Es traten sogar einige Todesfélle aufgrund von
thromboembolischen Nebenwirkungen auf (5, 6). Im Laufe der folgenden Jahre wurden
die Dosierungen der Estrogene und Gestagene in oralen Kontrazeptiva herabgesetzt.
Aufgrund der reduzierten Dosierungen der synthetischen Steroidhormone wurden
deutlich weniger Nebenwirkungen beobachtet. Gleichzeitig blieb trotz der geringeren

Dosierungen der kontrazeptive Schutz erhalten.

Die meisten oralen Kontrazeptiva werden in einem 28 d Zyklus eingenommen (21 d
Einnahme und 7 d Einnahmepause). Um die Compliance, die Effektivitdt sowie die
Toleranz von Kontrazeptiva zu starken, wurden alternative Applikationsrouten gesucht
und langwirksame kontrazeptive Arzneiformen fur diese entwickelt. Alternativen zum
oralen Applikationsweg sind die intramuskulédre oder subkutane Injektion, subkutane
Implantate sowie die transdermale, die vaginale und die intrauterine Applikation. Aktuelle
Studien zeigen, dass die meisten Frauen in Deutschland im Alter von 14-50 Jahren orale
Kontrazeptiva nutzen, aber auch ein gesteigertes Interesse an langwirksamen
Kontrazeptiva zeigen (7). Ein Vorteil langwirksamer Kontrazeptiva ist die erhohte
Compliance der Anwenderinnen, da nicht an die tagliche Einnahme, wie zum Beispiel
bei der Verwendung eines oralen Kontrazeptivums, gedacht werden muss. Dartber
hinaus kann je nach Applikationsweg des langwirksamen Kontrazeptivums der
enterohepatische Kreislauf (First-Pass-Effekt) umgangen und dadurch eine geringere
Dosis appliziert werden. Die niedrigere Dosierung wirkt sich vorteilhaft auf das Auftreten
von Nebenwirkungen aus. Bei der Anwendung der meisten langwirksamen
Kontrazeptiva bleibt die Selbstbestimmung Uber die Lange der Anwendung wie bei der
Einnahme oraler Kontrazeptiva erhalten. Eine Ausnahme stellen die intramuskular

applizierten kontrazeptiven Injektionen dar.
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1.1 Kontrazeptive Injektionssuspensionen

Im Jahr 1959 erhielt die wassrige intramuskular zu applizierende
Injektionssuspension Depo-Provera® mit dem Gestagen Medroxyprogesteronacetat
(MPA) die Erstzulassung. Die FDA erteilte fir das Praparat zundchst eine Zulassung ftr
die Behandlung von Endometriose und zum Schwangerschaftsabbruch. Erst im Jahr
1992 erfolgte basierend auf Studien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine
Erweiterung der Zulassung fur die Anwendung als langwirksames Kontrazeptivum tber
einen Zeitraum von 3 Monaten. Im Laufe der Jahre wurden weitere Injektionen zur
Kontrazeption u.a. mit den Wirkstoffen Norethisteronacetat (NET), einer Kombination
aus MPA und Estradiolcypionat (EC), einer Kombination aus NET und Estradiolvalerat
(EV) sowie eine subkutan zu applizierende Injektion mit MPA entwickelt und erhielten

die Zulassung in verschiedenen Landern (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Weltweit zugelassene kontrazeptive Injektionssuspensionen; MPA: Medroxyprogesteronacetat,
NET: Norethisteronacetat, EC: Estradiolcypionat, EV: Estradiolvalerat.

Praparat Wirkstoff | Dosierung Applikation Wirkdauer | Ref.
Depo-Provera® | MPA 150 mg/1 mL intramuskular | 3 Monate 8,9
Depo-SubQ- MPA 104 mg/0,65 mL subkutan 3 Monate 8,9
Provera™

Noristerat® NET 200 mg/1 mL intramuskular | 2 Monate (8,9)
Cyclofem® MPA/EC | 25 mg/5 mg/0,5 mL | intramuskular | 1 Monat (8)
Mesigyna® NET/EV 25 mg/5 mg/1 mL intramuskular | 1 Monat (20)

Laut den Fachinformationen dieser Praparate werden die intramuskularen
Darreichungsformen in den grof3en Gesalimuskel (Musculus gluteus maximus) oder in
den Deltamuskel (Musculus deltoideus) injiziert (11). Die subkutane MPA-Suspension
wird in das Unterhautgewebe des vorderen Oberschenkels oder Bauches injiziert. Sie
wird gleichzeitig in einer geringeren Dosis appliziert, da auch so therapeutische
Wirkspiegel erreicht werden und die Ovulation gehemmt wird. Grinde dafir sind die
langere scheinbare Halbwertszeit von MPA und die langsamere sowie gleichmafigere

Absorption von MPA aus dem Unterhautgewebe im Vergleich zum Muskelgewebe (12).

Die Besonderheit der intramuskularen Applikation stellt der Applikationsort selbst dar,

welcher in Abbildung 2 schematisch dargestellt ist. Jeder Muskel besteht aus mehreren
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Muskelfaserbindeln, welche von einer Bindegewebsschicht, dem Epimysium, umgeben
sind. Die Muskelfaserbiindel, welche das sogenannte Perimysium umgibt, setzen sich
aus mehreren Muskelfasern zusammen. Eine Muskelfaser besteht aus mehreren
Muskelfibrillen, welche aus Aktin- und Myosinfilamenten zusammengesetzt sind. Im
Perimysium verlaufen die Blut- und Lymphgeféaf3e sowie Nerven, welche den Muskel
versorgen. Die im Perimysium verlaufenden Blut- und Lymphgefal3e bilden eine wichtige
Voraussetzung fir die Resorption von Wirkstoffen nach intramuskularer Applikation.
Neben dem Transport von Sauerstoff, Nahrstoffen und anderen wichtigen Botenstoffen,

koénnen diese auch intramuskular applizierte Arzneistoffe abtransportieren.

Myosin

Muskelfaser

Perimysium

Muskelfaser-
bundel

Abbildung 2:  Aufbau eines Skelettmuskels, modifiziert nach (13).

Bei der Applikation von kontrazeptiven intramuskuldren Injektionssuspensionen
kommt es zur Sedimentation der Wirkstoffe im Muskelgewebe. Um in den systemischen
Kreislauf zu gelangen, muss sich der Arzneistoff zun&chst I6sen und anschlieend durch
Diffusion oder aktiven Transport in den systemischen Blutkreislauf resorbiert werden.
Der LOsungsprozess des Arzneistoffs ist abhangig von dessen Ldslichkeit und der
PartikelgréRe des injizierten Arzneistoffs. Die Auflosung folgt dem Gesetz nach Noyes
und Whitney (14). Die darauffolgende Resorption des geldsten Wirkstoffs ist zum einen
von der Durchblutungsrate des jeweiligen Muskels und zum anderen von den jeweiligen
Wirkstoffeigenschaften wie Hydrophilie, Lipophilie und seiner Lo&slichkeit in der

GewebsflUssigkeit abhangig. Ein Beispiel fiir eine Durchblutungsrate einer
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Oberschenkelarterie wurde von Saltin etal. beschrieben und mithilfe einer
Ultraschalluntersuchung  bestimmt (15). Im Rahmen der durchgefiihrten
Ultraschalluntersuchungen beobachteten Saltin etal. eine Durchblutungsrate von
0,3 L/min in Ruhe, welche unter Bewegung auf bis zu 6-10 L/min anstieg (15). Weitere
Parameter, die die Resorption von Arzneistoffen beeinflussen kénnen, sind die
Osmolalitat, die Viskositat der Injektionszubereitung (16) sowie das injizierte Volumen
(17, 18).

Aktuell nutzen Uber 40 Millionen Frauen weltweit kontrazeptive Injektionen zur
Verhitung. Vor allem in Entwicklungslandern stellt diese Methode die am besten
verfligbare und realisierbare Option fur eine langfristige Verhitung dar (9, 19). Bei der
Anwendung langfristig wirksamer gestagenhaltiger Injektionssuspensionen konnten
jedoch auch einige Nebenwirkungen, wie z.B. Hypogonadismus und Amenorrhoe
beobachtet werden, welche eher selten bei der Anwendung oraler Kontrazeptiva
auftreten (20). Da die langwirksamen kontrazeptiven Injektionssuspensionen jedoch
einen vielversprechenden Ansatz darstellen, um Frauen in Entwicklungslandern einen
sicheren und zuverldssigen Zugang zu kontrazeptiven Darreichungsformen zu
ermdglichen, befassen sich Non-Profit-Organisationen u.a. mit der Entwicklung von
langwirksamen Kontrazeptiva, vor allem fiir die Anwendung in Entwicklungslandern (4,
9). Das haufigste Problem in diesen Landern ist die Non-Compliance der Patientinnen,
sowie die fehlende Akzeptanz kontrazeptiver Methoden in der Bevolkerung, die Angst
vor Nebenwirkungen und die teilweise sehr langen Wege zu den medizinischen
Versorgungseinrichtungen (2, 4). Um die Compliance der Patientinnen zu steigern,
arbeiten einige Forschungsgruppen u.a. an der Entwicklung eines langwirksamen
injizierbaren LNGB-haltigen Kontrazeptivums, welches ca. 6 Monate wirken soll (21, 22).
Im Jahr 2011 wurde eine Phase-I-Studie mit einer ersten Formulierung von LNGB mit
einer Dosierung von 20 mg/mL bzw. 40 mg/mL durchgefihrt. Diese Phase-I-Studie
erzielte leider nicht die gewlinschten Ergebnisse und die Wirkdauer war kirzer als die
angestrebten 6 Monate. Dennoch wird dieses Projekt als Gemeinschaftsarbeit vom
,=Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development®
(NICHD), der WHO und vom ,Contraceptive Research and Development Program*
(CONRAD) weitergefuihrt, um die Formulierung hinsichtlich der pharmakokinetischen
und -dynamischen Parameter sowie der Wirkdauer zu optimieren (23). Ein weiterer

Ansatz in der Entwicklung von langwirksamen kontrazeptiven Injektionszubereitungen
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ist die Verwendung von bioabbaubaren Mikropartikeln (24) oder In-situ-Systemen,

welche bei Kérpertemperatur ein geliertes Depot bilden (9).

In internationalen Arzneiblchern gibt es derzeit keine Empfehlung zur Untersuchung
der Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen. In der Dissolution Methods
Database der FDA, einer Datenbank, in der die FDA Informationen zu Methoden zur
Prifung der Wirkstofffreisetzung aus Arzneiformen, fur welche keine Monographie in der
USP aufgefiihrt ist, und welche unterstitzend in der Entwicklung generischer
Arzneiformulierungen angewandt werden soll, finden sich nur einige wenige Methoden,
die zur Prufung der Wirkstofffreisetzung von Injektionssuspensionen genutzt werden
kénnen. In den empfohlenen Methoden werden entweder die Blattriihrer-Apparatur
(USP 2-Apparatur) oder die Durchflusszelle (USP 4-Apparatur) genutzt (25). Jedoch
fehlen wesentliche Angaben zu Testparametern, wie z.B. die Menge und Gréf3e der
Glasperlen (Betamethasonacetat/Betamethason-Natriumphosphat, Ciprofloxacin) mit
denen die Durchflusszelle zu fillen ist, eine Angabe zu den zu verwendenden Filtern im
Oberteil der Durchflusszelle, oder der einzusetzenden Flussrate
(Methylpredinisolonacetat). Fir den Grof3teil der aufgefiihrten Injektionssuspensionen
wird jedoch keine Methode empfohlen. Die FDA weist lediglich auf die Notwendigkeit der
Entwicklung einer Methode =zur Prifung der Wirkstofffreisetzung hin (25). In
wissenschaftlichen Publikationen finden sich einige weitere Testdesigns zur
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus parenteralen Injektionszubereitungen.
Simon et al. untersuchten die Wirkstofffreisetzung aus verschiedenen intramuskular zu
applizierenden Betamethason-Natriumphosphat/Betamethasondipropionat- Injektions-
suspension in der USP 2-Apparatur (26). Dazu wurden die Injektionssuspensionen
zunachst geschuttelt, die zu untersuchende Menge der Injektionssuspension mit einer
Spitze mit Kaniile aufgezogen und anschlieBend direkt in das Priifgefald der USP 2-
Apparatur, welches vorher mit 300 mL Freisetzungsmedium geflillt wurde, injiziert.
Neben der Blattriihrer-Apparatur wird haufig die Durchflusszelle zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung, gelegentlich auch unter modifizierten Bedingungen, genutzt (27—
30). Bhardwaj und Burgess entwickelten einen Dialyseadapter fiir die Durchflusszelle
mithilfe dessen die Wirkstofffreisetzung aus dexamethasonhaltigen L&sungen,
Suspensionen und liposomalen Formulierungen untersucht wurde (30). In der
publizierten Literatur befinden sich auch Methoden, welche keine kompendialen
Apparaturen zur Prifung der Wirkstofffreisetzung nutzen. Eine davon ist die sogenannte
Sample-and-separate-Methode (29, 31-33). Bei dieser Methode wird die zu
untersuchende Arzneiform direkt in das Freisetzungsmedium, welches sich in einem

geeigneten Gefald befindet, appliziert. Nach definierten Zeitpunkten erfolgt die
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Probennahme. Die Proben werden anschlie3end filtriert oder zentrifugiert. Im Fall der
zentrifugierten Proben wird das Sediment mit frischem Medium versetzt, aufgeschdttelt
und wieder in das TestgefaRR tberfuhrt. Der klare Uberstand des Zentrifugats wird im
Anschluss analysiert. Eine weitere Methode, die haufig fur die Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung von partikularen injizierbaren Darreichungsformen genutzt wird, ist
die sogenannte Dialysis-tube-Methode. Bei dieser Methode werden Membranen aus
verschiedenen Materialien mit einer definierten Molekilmassenausschlussgréfie
(Dialysemembran) verwendet. Die Dialysemembran kann dabei auch in Form eines
Dialyseschlauches verwendet werden. Die Darreichungsform kann z.B. in einen solchen
Dialyseschlauch, welcher an der Ober- und Unterseite verschlossen werden kann,
appliziert werden. Dieser verschlossene Dialyseschlauch wird im Anschluss in einem mit
Medium gefilliten Gefal? (Akzeptormedium) platziert. Die Probennahme erfolgt im
Akzeptormedium, welches die Dialysemembran umgibt (24, 30, 34—-36). Andererseits
kann die zu untersuchende Darreichungsform auch in das umgebende
Freisetzungsmedium (Donormedium) appliziert werden und die Probennahme erfolgt
aus dem Inneren des Dialyseschlauches, welcher zuvor ebenfalls mit ca. 1 mL des
Freisetzungsmediums beflllt wurde (37). Urspringlich wurden diese Methoden
entwickelt, um die  Wirkstofffreisetzung aus  Zapfchen  (38), oligen
Depotinjektionslésungen (39-41), partikularen Injektionszubereitungen schwerldslicher
Arzneistoffe (42) und liposomalen Darreichungsformen zu untersuchen (43). Heutzutage
werden diese beschriebenen Methoden genutzt, um die Prifung der Wirkstofffreisetzung
aus partikularen Darreichungsformen zur Injektion zu bestimmen. Jedoch gibt es keine
einheitliche Methode oder eine behdrdliche Empfehlung, welche Methoden z.B. fir die
Erstellung eines Zulassungsdossiers oder im Rahmen der Qualitatskontrolle verwendet

werden sollen.
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1.2 Vaaginalringe

Eine weitere langwirksame kontrazeptive Darreichungsform ist der Vaginalring. In den
internationalen Arzneiblchern existiert keine eindeutige Definition fur einen Vaginalring.
Das Amerikanische Arzneibuch (United States Pharmacopoeia, USP) beschreibt in dem
Kapitel Uber pharmazeutische Darreichungsformen in einem Unterabschnitt die
Darreichungsform ,Systems®, welche Arzneistoffe in einer Tragermatrix enthalten (44).
Diese Darreichungsformen kénnen entweder topisch appliziert oder in Kérperhéhlen
eingebracht werden. Der Arzneistoff soll aus der Tragermatrix Uber einen definierten
Zeitraum kontrolliert freigesetzt werden. Diese Beschreibung trifft in einigen Punkten auf
den Vaginalring zu, da dieser in eine Koérperhodhle (Vagina) eingebracht wird und aus
einer Tragermatrix (Polymer) den Wirkstoff Uber einen definierten Zeitraum kontrolliert
freisetzt. In der wissenschaftlichen Literatur werden Vaginalringe als Torus-férmige,
flexible Arzneiformen beschrieben, welche aus elastischen und/oder thermoplastischen
Polymeren, wie z.B. Silikon, Polyethylen (PE), Polyurethan (PU) und
Polyethylenvinylacetat (PEVA) bestehen. Das Konzept des Vaginalrings wurde erstmals
in einem Patent von G.W.Duncan und der Firma Upjohn im Jahr 1968 beschrieben (45).
Grundlage der Entwicklung von Vaginalringen waren Versuche von Dzuik und Cook, die
zeigten, dass verschiedene Steroide in der Lage sind, durch eine Polymermembran in
eine Losung zu diffundieren (46). Basierend auf diesen Ergebnissen wurden erste
Studien mit einem MPA-freisetzenden Vaginalring durchgefiihrt, welcher eine Alternative
zur MPA-haltigen Injektionssuspension darstellen sollte (47, 48). Zigig nach der
Entwicklung der MPA-haltigen Vaginalringe wurde Progesteron (PROG) als weiteres
Hormon flr die Kontrazeption untersucht. Klinische Studien zeigten die Sicherheit und
Effektivitat des PROG-Rings (49-53). Er wurde fir stillende Mitter vor allem im
stidamerikanischen Raum zugelassen und ist dort unter dem Handelsnamen
Fertiring®/Progering® erhaltlich. Ein weiteres Indikationsgebiet fur Vaginalringe ist die
Hormonersatztherapie. Aktuell befinden sich zwei Praparate auf dem Markt: der Estring®

und der Femring™. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht (iber weltweit zugelassene Vaginalringe.
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Tabelle 2: Weltweit zugelassene Vaginalringe mit unterschiedlicher Indikation, E: Estradiol,
EE: Ethinylestradiol, = ENG: Etonogestrel, EAc: Estradiol-3-acetat, PROG: Progesteron;
SGTACc: Segesteronacetat, HET: Hormonersatztherapie.

Praparat Arzneistoff | Dosis/Tag Indikation Wirkdauer | Ref.
Estring® E 7,5 ug/d HET 90 Tage (8)
NuvaRing® | EE/ENG 15/120 pg/d Kontrazeption | 21 Tage (8, 54)
Femring™ | EAc 8:28 mgfg bzw. | et 3Monate | ®
Progering® | PROG 5-10 mg/d Kontrazeption | 90 Tage (8, 54)
Annovera™ | EE/SGTAc | 13/150 pg/d Kontrazeption | 1 Jahr (55, 56)

Vaginalringe stellen eine langwirksame, kontrazeptive Darreichungsform dar, deren
Einsatz durch die Patientinnen selbst gesteuert werden kann und welche eine konstante
Freisetzung niedriger Hormondosen im Vergleich zu oralen Kontrazeptiva erméglicht.
Aufgrund dieser Vorteile gegenuber anderen langwirksamen kontrazeptiven
Darreichungsformen entwickelten in den letzten Jahren immer mehr gemeinnitzige
Organisationen ein Interesse an der Herstellung von Vaginalringen mit verschiedenen
Hormonkombinationen zur Verhitung z.B. Levornorgestrel/Estradiol (57), Norethindron-
acetat/Ethinylestradiol (58) und Nestoron®/Ethinylestradiol (59). Der aktuelle Fokus in
der Vaginalringforschung liegt auf der Entwicklung von Ringen, die zur Verhinderung
sexuell Ubertragbarer Infektionen einschlielich des Humanen Immundefizienz-Virus
(HIV) (60-62) und gleichzeitig auch zur Kontrazeption genutzt werden sollen (60, 63—
66). In diesen Vaginalringen sollen Kombinationen aus einem Hormon und einem
antiviralen Wirkstoff z.B. Levonorgestrel/Tenofovir (63), Levonorgestrel/MIV-150 (67),
Dapivirin/Levonorgestrel (68) enthalten sein, um sexuell Ubertragbaren Krankheiten
vorzubeugen und ggf. gleichzeitig zur Kontrazeption eingesetzt werden zu kdnnen.
Diese Wirkstoffkombination in einem Vaginalring erméglicht gleichzeitig eine Steigerung
der Adharenz der Patientinnen wahrend der Pravention und Therapie von sexuell
Ubertragbaren Infektionen. Gleichzeitig kann eine ungewollte Schwangerschaft
unabhangig vom Geschlechtsverkehr im Gegensatz zu Gelen mit antiviralen Wirkstoffen

(69, 70) Uber einen langeren Zeitraum verhindert werden (54).

Einige von diesen sich in der Entwicklung befindenden Vaginalringen, wie z.B. der
Nestoron®/EE-Ring (SGTAC/EE), welcher vom Population Council entwickelt und fur
eine Tragedauer von einem Jahr konzipiert wurde (21 d tragen, 7 d Pause, erneutes
Wiedereinsetzen insgesamt tiber einen Zeitraum von einem Jahr), wurde in zwei Phase-
[lI-Studien untersucht. Aktuell werden die Unterlagen fir die Zulassung dieses

Vaginalrings vorbereitet (55, 71, 72). Ein weiteres Indikationsgebiet, in dem Vaginalringe
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zukUnftig eingesetzt werden sollen, ist die Therapie der Endometriose. In einer Phase-I-
Studie wurde ein anastrozol- und levonorgestrelhaltiger Vaginalring hinsichtlich seiner
pharmakokinetischen (Cav, Cmax, Cmin UNd tmax VOn Anastrozol und Levonorgestrel) und
pharmakodynamischen (ovarielle Aktivitat, FollikelgréRe, Estradiol-Konzentration im
Serum, Zervix-Score nach Insler) Parameter sowie seiner Sicherheit und Akzeptanz in
pramenopausalen, gesunden Probandinnen untersucht (73). In einer weiteren Studie
wurde der Einfluss von verschiedenen Komedikationen und Hygienemal3inhahmen
wéhrend der Menstruation auf die pharmakokinetischen Parameter
(Plasmakonzentrationen, terminale Halbwertszeit, Konzentration von Sexualhormon-
bindendem Globulin (SHBG)) von Levornorgestrel und Anastrozol untersucht, wobei
keine wesentlichen Anderungen in den pharmakokinetischen Parametern beider
Wirkstoffe festgestellt wurden (74).

Die im urspriinglichen Patent von Duncan beschriebene Torus-artige Form des
Vaginalringes und die aufgefiihrten Materialien sind bis heute aktuell (45). Mittlerweile
wurden jedoch verschiedene Ringdesigns entwickelt: der Reservoir-Typ, der Matrix-Typ,
der Sandwich-Typ und der Vaginalring mit Pod-Design (siehe Abbildung 3). Der
Reservoir-Typ besteht aus einem Kern, in welchem die Wirkstoffe inkorporiert und
gleichméRig verteilt vorliegen. Dieser Kern wird von einer Polymermembran umgeben,
durch welche die Wirkstoffe diffundieren kénnen, wodurch die Wirkstofffreigabe
gesteuert wird. Ein Vertreter dieses Ringtyps ist z.B. der NuvaRing®. Im Matrix-Ring sind
die Wirkstoffe ebenfalls gleichm&Rig im Polymer verteilt. Allerdings fehlt die umgebende
Membran. Die treibende Kraft der Wirkstofffreisetzung ist die Diffusion aus der Matrix.
Ein relevanter Vertreter dieses Formulierungstyps ist der Progering®. Der Sandwich-Typ
hingegen besteht aus einem wirkstofffreien Kern, welcher von einer wirkstoffhaltigen
Schicht umgeben ist. Auf diese wirkstoffhaltige Schicht ist wiederum eine wirkstofffreie
Membran aufgelagert, welche die Wirkstofffreisetzung steuert. Aktuell ist kein
Handelspraparat von diesem Ringtyp verfiigbar. Vaginalringe vom Pod-Design, wie zum
Beispiel der Annovera™-Ring, bestehen aus einem wirkstofffreien Ring mit Bohrungen,
in welche die Wirkstoffdepots eingesetzt werden. AnschlieRend werden die Bohrungen
mit einer dinnen Schicht des entsprechenden Polymers (Ringpolymer oder ein
alternatives Polymer) verschlossen und Offnungen definierter GroRe in die Versiegelung

gebohrt, um die Wirkstofffreisetzung zu ermdglichen.
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Reservoir-Typ Sandwich-Typ
L

Matrix-Typ Pod-Design

Abbildung 3:  Auswahl verschiedener Designs fiir Vaginalringe; hellblau: Kernpolymer, dunkelblau:
Membranpolymer, rot und griin: Wirkstoff-Reservoir.

All diesen zugelassenen oder sich in der Entwicklung befindenden Vaginalringen und
verschiedenen Designs ist gemein, dass sie in die Vagina eingefihrt werden. Dort
werden die Wirkstoffe aus dem Ring freigesetzt und Uber die Vaginalschleimhaut
resorbiert. Friher galt die Meinung, dass die Vagina nicht geeignet sei, um Stoffe
resorbieren zu konnen. Dies anderte sich im Jahr 1918, als Macht et al. Uber die
systemische Absorption von Morphin, Atropin und Kaliumiodid Uber die Vagina
berichteten (75). Im Jahr 1947 untersuchten Rock et al. ebenfalls die Absorption von
Wirkstoffen Uber die Vaginalschleimhaut und konnten die vaginale Resorption von
Penicillin aus Kakaobutterzapfchen nachweisen (76). Seitdem werden sehr viele
Substanzen sowohl zur lokalen als auch zur systemischen Therapie an diesem

Applikationsort eingesetzt bzw. untersucht.
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Die Vagina gehdrt zum weiblichen Reproduktionstrakt und reift wahrend der Pubertéat.
Sie verbindet die inneren Fortpflanzungsorgane wie die Gebarmutter, die Eierstdcke und
die Eileiter (siehe Abbildung 4) mit den &ufReren Geschlechtsorganen wie der Vulva. Die
Vagina selbst ist ein muskulérer Schlauch mit einer Lange von 6-12 cm und enthéalt keine
Drisen (77). In der Vaginalflora finden sich zahlreiche Laktobazillen, welche Glykogen
zu Milchsaure spalten und dadurch ein saures Milieu mit einem pH-Wert von 4-5,
welches der natirlichen Abwehrfunktion dient, schaffen (78, 79). Das Epithel, welches
die Vagina auskleidet, wird durch verschiedene Korperflussigkeiten, wie z.B. das
intrauterine Fluid, das Cervicovaginalsekret, das Sekret aus den Eileitern und den
Bartholin- und Skene-Drisen und, nach ungeschitztem Geschlechtsverkehr, auch

durch ménnliche Samenflissigkeit befeuchtet (79).

Eileiter
Uterus == v
- Eierstock
Zervix
Vagina

Abbildung 4:  Schematische Darstellung der weiblichen Reproduktionsorgane, modifiziert nach (80).

Das Volumen und die Zusammensetzung des Vaginalfluids variieren je nach Alter
und Tag des Menstruationszyklus und a&ndern sich wahrend der Schwangerschaft und
nach der Menopause. Das ,reine“ Vaginalfluid ist ein Filtrat des Blutplasmas, welches
durch das Vaginalepithel in die Vagina sezerniert wird. Es besteht zu 90-95 % aus
Wasser und enthalt dariber hinaus organische und anorganische Salze, Harnstoff,
Kohlenhydrate, Muzine, Fettsduren, Albumin, Immunglobuline und weitere
Makromolekiile. Die Hauptfunktion des Vaginalfluids besteht in der Befeuchtung des
Vaginalepithels (79). Viele Forschungsgruppen haben versucht, die Menge und die
Zusammensetzung des humanen Vaginalfluids zu bestimmen. Die erhaltenen
Ergebnisse sind stark abhangig von der Methode mit deren Hilfe das Vaginalfluid
gesammelt wurde, weshalb eine variable Datenlage beziiglich der taglich sezernierten

Menge an Vaginalfluid in der Literatur zu finden ist. Owen und Katz berichten, dass eine
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Menge von bis zu 6 g/d an humanem Vaginalfluid sekretiert wird (81), wohingegen
Paavonen nur Uber eine Menge von 1-3 g/d berichtet (79). Wagner und Levin
untersuchten ebenfalls die Menge an sekretiertem humanen Vaginalfluid und fanden
eine Sekretionsrate von 0,33 £ 0,05 g/h, was einer taglichen Menge von ca. 7-9¢g
entsprechen wirde (82). Neben der sekretierten Menge wurde auch die Menge an
humanem Vaginalfluid, die dauerhaft das Vaginalepithel benetzt, bestimmt. Die Daten
hierzu variieren nicht so stark wie die zur taglich sekretierten Menge und liegen im Mittel
bei 0,5-0,75 g (81) bzw. 0,5 mL (83). Insgesamt weisen alle Daten darauf hin, dass die
Menge an taglich sekretiertem als auch an dauerhaft am Vaginalepithel verbleibendem
humanen Vaginalfluid von inter- und intraindividuellen Faktoren wie beispielsweise Alter,
Phase des Menstruationszyklus und dem Erregungszustand beeinflusst werden kénnen.
Der pH-Wert des humanen Vaginalfluids bei pramenopausalen Frauen ist mit einem
durchschnittlichen pH-Wert von pH 4,5 leicht sauer (77), was durch die Anwesenheit von
Laktobazillen, welche Glykogen zu Milchsaure spalten und dadurch eine saure
Umgebung erzeugen, erklart werden kann (78). Dahingegen ist der pH-Wert bei peri-
und postmenopausalen Frauen etwas hoher und liegt in einem Bereich von pH 5-6,5
(84-87). Auch Erkrankungen des weiblichen Genitaltraktes, wie z.B. Scheidenpilz,
Harnwegsinfektionen, bakterielle Vaginose und auch Krebserkrankungen, kénnen das

Volumen und die Zusammensetzung des Vaginalfluids beeinflussen (81).

Ein grof3er Vorteil der vaginalen Applikation liegt in der Umgehung des hepatischen
First-Pass-Effekts, der bei einem grof3en Teil der oral eingenommenen Estrogene und
Gestagene die Bioverfugbarkeit mindert. Des Weiteren kdnnen vaginal zu applizierende
Arzneiformen eigenstandig und ggf. nach Bedarf eingefiihrt und entnommen werden.
Jedoch sollte auf die Zusammensetzung der jeweiligen Arzneiform geachtet werden, da
diese keine Irritationen hervorrufen sollte. Ein Nachteil der vaginalen Applikation von
Cremes, Salben und schnellzerfallenden Tabletten kann die geringe Verweildauer sein,
da diese Zubereitungen zusammen mit dem Vaginalfluid aus der Vagina

heraustransportiert werden kénnen.

Aufgrund des wachsenden Interesses an der Entwicklung von kurz- und
langwirksamen vaginalen Darreichungsformen werden zukinftig neben den
Qualitatskontrollmethoden auch Methoden, die biorelevante Aspekte adressieren und

pradiktiv im Hinblick auf In-vivo-Plasmaprofile der verabreichten Arzneistoffe sind,
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gefragt sein. Um eine Methode zur Wirkstofffreisetzung mdoglichst nah an die
physiologischen Bedingungen anzupassen, sollten zum einen die verwendeten Medien
moglichst biorelevant gestaltet werden, zum anderen die Methodik selbst besser an den
Applikationsort angepasst werden. Zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung im Rahmen
der Formulierungsentwicklung und der Qualitatskontrolle wird haufig ein Acetatpuffer
(AB) pH 4,2-4,5 verwendet (65, 88-92). Dieser ist einfach herzustellen und tber einen
langeren Zeitraum stabil. Zur biorelevanten Untersuchung von vaginal applizierten
Darreichungsformen wéare ein Medium wunschenswert, welches das humane
Vaginalfluid simuliert und die Zusammensetzung des zu simulierenden humanen
Vaginalfluids hinsichtlich Osmolalitat, pH-Wert, Pufferkapazitat, Oberflachenspannung
und Viskositat bertcksichtigt. Wie bereits erwahnt, setzt sich das Vaginalfluid aus
verschiedenen Sekreten zusammen, welche durch den weiblichen Genitaltrakt
produziert werden. Die Zusammensetzung des humanen Vaginalfluids wird jedoch nur
teilweise durch die bisher entwickelten Medien simuliert (93). Soll ein biorelevantes In-
vitro-Testmodell fir die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung aus vaginalen
Darreichungsformen genutzt werden, reicht die alleinige Verwendung von AB nicht aus,
da dieser das humane Vaginalfluid nur im Hinblick auf den pH-Wert, jedoch nicht in
weiteren Eigenschaften wie der Osmolalitdt, lonenzusammensetzung und -starke
simuliert. Bisher wurde zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen die
sogenannte Shake-flask-Methode genutzt, in welcher die Vaginalringe haufig in einem
verschlossenen Kolben mit relativ groBem Volumen (100-250 mL) in einem
Inkubationsschiittler bei 25 °C oder 37 °C und festgelegter Agitationsrate (60-130 rpm)
geschuttelt wurden (68, 88, 89, 94-98). Die FDA gibt derzeit nur eine Empfehlung fr
eine Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus einem estradiolhaltigen
Vaginalring. Die Wirkstofffreisetzung dieses Rings soll in 250 mL einer 0,9 %-igen
Kochsalzlosung im Inkubationsschittler bei einer Agitationsrate von 130 rpm Uber einen
Zeitraum von 45 d untersucht werden (25). Dartber hinaus empfiehlt die FDA, eine
geeignete Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung fir einen EE- und ENG-
haltigen Vaginalring zu entwickeln. Aus den Zulassungsunterlagen des NuvaRings®,
welcher EE und ENG enthalt, geht hervor, dass die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung
mit einem ,automated release control system® bei 37 °C und 750 rpm in 200 mL Wasser,

welches taglich vollstandig durch frisches Wasser ersetzt wurde, erfolgte (99-103).

Ein Phanomen, welches in In-vitro-Untersuchungen von Vaginalringen nur selten in
seinem Ausmal erfasst wird, sich aber in vivo deutlich in den Plasmaspiegeln z.B. nach
Anwendung des NuvaRings® zeigt, ist der sogenannte burst release, welcher innerhalb

der ersten 24 h nach Anwendung des NuvaRings® vor allem fir EE beobachtet werden
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kann (siehe Abbildung 5). Als burst release wird eine im Vergleich zur taglichen
Freisetzungsrate initial h6here Freisetzungsrate bezeichnet. Die kurzzeitig sehr hohen
EE-Plasmaspiegel konnen zu Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Schwindel und
Ubelkeit fuhren. Im Gegensatz zu EE wird fur ENG ein langsamerer Anstieg des
Plasmaspiegels  beobachtet. Dieser langsamere Anstieg ist auf eine
Plasmaproteinbindung zuriickzufihren, wobei ENG u.a. an das SHBG gebunden wird,
welches in Gegenwart von EE verstarkt gebildet wird (104, 105).
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Abbildung 5:  Plasmaspiegel von Etonogestrel (ENG, blau) und Ethinylestradiol (EE, rot) wahrend des
Tragens des NuvaRings® modifiziert nach A: Timmer et al. (MW aus n = 16) (106), B: van
den Heuvel (MW aus n=8) (107); C: Algorta et al (MW aus n=33) (108) und D:
unpublizierte Daten der Evestra GmbH (MW aus n = 31) (109).

Seit dem Jahr 2018 steht der NuvaRing® nicht mehr unter Patentschutz. Daher
wurden in jungster Vergangenheit einige Generika durch die Europaische
Arzneimittelbehdrde (EMA) zugelassen. In einer kirzlich durchgefiihrten Studie wurde
untersucht, ob der NuvaRing® und ein Generikum (Ornibel®) bio&quivalent sind (108).

Die Ergebnisse der erhaltenen Plasmaspiegel sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Plasmaspiegel von Etonogestrel (ENG, blau) und Ethinylestradiol (EE, rot) wahrend des
Tragens des NuvaRings® (A) und des Generikums Ornibel® (B) (beide MW aus n = 33);
modifiziert nach Algorta et al. (108).

Bei der Betrachtung der In-vivo-Plasmaspiegel von EE und ENG wird deutlich, dass
die Kurven der In-vivo-Plasmaprofile und die In-vitro-Freisetzungskurven, die bisher in
der Literatur verflgbar sind (88, 103), nicht miteinander vergleichbar sind. Diese
Diskrepanz lasst sich auf methodische Unterschiede vor allem in der Wahl der
Probennahmezeitpunkte bei den In-vitro-Untersuchungen der Wirkstofffreisetzung im
Vergleich zu In-vivo-Studien und den fehlenden biorelevanten Aspekten in den bisher
eingesetzten In-vitro-Methoden begrinden.

Kontrazeptive Vaginalringe stellen eine sichere, langwirksame und von Patientinnen
akzeptierte Alternative zu oralen Kontrazeptiva dar. Neben der Anwendung im
kontrazeptiven Bereich werden Vaginalringe auch fir andere Indikationen, wie z.B. zur
Therapie der Endometriose oder zur Pravention und Therapie von sexuell Gibertragbaren
Infektionen entwickelt. Aufgrund des steigenden Interesses an der Herstellung von
Vaginalringen flir verschiedene Indikationen wird die Entwicklung eines mdglichst
biorelevanten und biopradiktiven Setups zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung in
Zukunft von grol3er Bedeutung sein. Ein solches Setup kann dazu beitragen, dass die
damit erzielten Ergebnisse eine klinische Relevanz besitzen und auch Anderungen im

Produkt nach erfolgter Zulassung erfasst werden kénnen.
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Einleitung

1.3 Zielstellung

Aktuell gibt es keine behoérdlichen Empfehlungen oder Leitfaden zur Prifung der
Wirkstofffreisetzung von intramuskulér zu applizierenden Injektionssuspensionen und

Vaginalringen.

In der Literatur finden sich verschiedene Ansatze, um die Wirkstofffreisetzung aus
langwirksamen Injektionszubereitungen zu prifen. Hierfir werden sowohl kompendiale
Methoden (USP 2-Apparatur, USP 4-Apparatur) als auch nicht-kompendiale Methoden,
welche haufig auf der zusatzlichen Verwendung von Dialysemembranen basieren,
genutzt. Viele der beschriebenen Methoden wurden bisher jedoch nur in experimentellen
Studien eingesetzt und anschliel3end nicht weiterverfolgt. Eine zuverlassige In-vitro-
Freisetzungsmethode flr kontrazeptive Injektionszubereitungen wurde bisher noch nicht

beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten diskriminierende und beschleunigte Methoden zur
Prifung der Wirkstofffreisetzung aus kontrazeptiven Levonorgestrelbutanoat (LNGB)-
haltigen Injektionssuspensionen aus Partikeln unterschiedlicher Grole entwickelt
werden. Vier aus einem Forschungsprojekt bereitgestellte LNGB-haltige
Injektionssuspensionen sollten hinsichtlich inrer Wirkstofffreisetzung in Abhangigkeit von
der Partikelgrof3e untersucht werden. Fur die Entwicklung der diskriminierenden und
beschleunigten Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung sollten verschiedene
kompendiale Freisetzungsapparaturen verwendet werden. In der FDA Dissolution
Methods Database werden Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung einer
kontrazeptiven MPA-haltigen Injektionssuspension mit der USP 2-Apparatur und der
Durchflusszelle beschrieben. Diese Methoden sollten zunachst als Anhaltspunkt fir die
Entwicklung einer geeigneten Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen dienen, auf ihre Eignung geprift und ggf.
optimiert werden. Des Weiteren sollte der Einfluss der Variation verschiedener
Testparameter der Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-
haltigen Suspensionen hinsichtlich des Erhalts der diskriminierenden Fahigkeit in Bezug

auf die PartikelgroRen evaluiert werden.

Waéhrend des Entwicklungsprozesses von Vaginalringen, welche ebenfalls
langwirksame kontrazeptive Darreichungsformen darstellen, werden h&ufig sogenannte
Shake-flask-Methoden zur Priifung der Wirkstofffreisetzung und zur Determinierung der
Freisetzungsraten aus diesen Darreichungsformen eingesetzt. In Versuchen mit der

Shake-flask-Methode wird im Fall von Vaginalringen mit relativ grol3en
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Freisetzungsvolumina (100-250 mL) gearbeitet. Diese stehen jedoch in keinerlei Bezug
zur In-vivo-Situation in der humanen Vagina, sondern dienen vielmehr dem Ziel eine
ungehinderte Wirkstofffreisetzung aus dem Vaginalring zu ermdglichen. Daruber hinaus
zielen auch weitere Testparameter darauf ab, eine robuste Qualitatskontrollmethode fir
einen Langzeitversuch zu etablieren, weshalb in der Vergangenheit beobachtet werden
konnte, dass Freisetzungsprofile, die mit der Shake-flask-Methode generiert wurden, oft
nicht alle Formulierungscharakteristika, wie z.B. einen burst release, adaquat abbilden

kdénnen.

Zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen sollte in dieser Arbeit ein
biorelevantes In-vitro-Freisetzungsmodell entwickelt werden, welches die Bedingungen
in der humanen Vagina bertcksichtigen sollte. Weiterhin sollte das zu entwickelnde In-
vitro-Modell in der Lage sein, den burst release, welcher in In-vivo-Plasmaprofilen bei
Anwendung von EE- und ENG-haltigen Vaginalringen des Reservoir-Typs beobachtet

werden kann, besser zu erfassen als bisher verwendete Freisetzungsmethoden.

Das zu entwickelnde In-vitro-Freisetzungsmodell sollte sich dazu eignen, die
Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen robust und reproduzierbar zu bestimmen sowie
das In-vivo-Freisetzungsverhalten von Vaginalringen vom Reservoir-Typ besser
abzubilden. Weiterhin sollte das In-vitro-Freisetzungsmodell die Wirkstoffmengen,
welche wahrend der Anwendung eines kontrazeptiven Vaginalrings im Blutkreislauf

erscheinen, besser abbilden und essentielle In-vivo-Parameter adressieren.

Um die Pradiktivitdt der neu entwickelten Testmethode hinsichtlich des In-vivo-
Freisetzungsverhaltens aus den untersuchten Vaginalringen beurteilen zu kénnen, sollte
abschliel3end aus den erhobenen Freisetzungsprofilen eine In-vitro-In-vivo-Korrelation
(IVIVC) fur den Wirkstoff EE mit Hilfe der Dekonvolution etabliert werden.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

Alle verwendeten Standardmaterialien und -gerate inklusive ihrer jeweiligen
Bezugsquellen und Chargen sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt (siehe Tabellen 21
und 22).

2.1 Materialien

Depo-Clinovir® ist seit vielen Jahren auf dem Arzneimittelmarkt erhaltlich und stellt
bisher die einzige intramuskuldre kontrazeptive Injektionssuspension mit einer
Wirkdauer von 3 Monaten dar. Die Injektionssuspension enthielt 150 mg des Gestagens
MPA (siehe Abbildung 7) und dariber hinaus Methyl-4-hydroxybenzoat, Propyl-4-
hydroxybenzoat, Macrogol 3350, Natriumchlorid, sowie ggf. Salzsdure und Natronlauge

zur Einstellung des pH-Werts und Wasser fiir Injektionszwecke.

Abbildung 7:  Strukturformel von Medroxyprogesteronacetat.

MPA ist ein Gestagenanalogon, welches praktisch unldslich in Wasser ist (110). MPA
ist eine sehr schwache Saure, deren pKs-Wert mit 17,82 angegeben wird (111). Der
berechnete logP-Wert von MPA betragt 4,1 (112).

Aus einem laufenden Projekt zur Entwicklung einer langwirksamen kontrazeptiven
Injektionssuspension wurden vier intramuskular zZu applizierende

Entwicklungszubereitungen mit dem Wirkstoff LNGB (20 mg/mL) zur Verfiigung gestellt.
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Neben dem Wirkstoff LNGB enthielten die vier intramuskularen Injektionssuspensionen
Tween® 80, Span® 40, Natriumcarboxymethylcellulose, Dinatriumhydrogenphosphat,
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, Benzylalkohol und Wasser fir Injektionszwecke.
Die vier Injektionssuspensionen unterschieden sich in ihrer Partikelgro3e. Der mittlere
Durchmesser der suspendierten Partikel lag in einem Bereich von 8-41 um (sehr kleine
PartikelgréRe: 8 um, kleine PartikelgroRe: 18 um, mittlere Partikelgré3e: 36 pum, grofRe
PartikelgroRe: 41 pum). Die Formulierungen wurden fur eine angestrebte Wirkdauer von

6 Monaten entwickelt.

Abbildung 8:  Strukturformel von Levonorgestrelbutanoat.

In Abbildung 8 wird die Struktur von LNGB dargestellt. Auch LNGB gehort zur Gruppe
der Gestagenanaloga. Uber die Loslichkeit von LNGB in Wasser oder anderen
Losungsmittel sowie zum pKs-Wert finden sich in den géngigen Datenbanken keine
Angaben. Der berechnete Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient fir LNGB betragt 4,7
(113).

Ein wesentlicher Vorteil der Vaginalringe vom Reservoir-Typ ist die im Vergleich zu
oralen Kontrazeptiva verlangerte Wirkstofffreisetzung und die Mdglichkeit, dadurch eine
annahernd konstante Freisetzungsrate, d.h. im Idealfall eine Freisetzung nach Kinetik
0. Ordnung zu erzielen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei kontrazeptive

Vaginalringe des Reservoir-Typs untersucht.

Wie bereits teilweise in der Einleitung dieser Arbeit erwdhnt, wurde im Juli 2002 der
NuvaRing® als erster kontrazeptiver Vaginalring von der FDA zugelassen. Der
NuvaRing® wurde von dem niederléandischen Unternehmen Organon, welches heute zur
MSD Sharp & Dohme GmbH gehort, entwickelt. Er stellt einen Vaginalring vom

Reservoir-Typ dar und besteht aus einem wirkstoffhaltigen Kern und einer wirkstofffreien
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Membran (siehe Abbildung 3). Der wirkstoffhaltige Kern des NuvaRings® besteht aus
PEVA mit einem Gehalt von 28 % an Vinylacetat (VA). Die beiden Wirkstoffe EE und
ENG werden in einer Menge von 2,7 mg und 11,7 mg in den Kern eingearbeitet. Die den
Kern umgebende Membran besteht ebenfalls aus PEVA mit einem VA-Gehalt von nur
9 %. Die Diffusionskoeffizienten von EE und ENG sind in PEVA mit einem VA-Gehalt
von 28 % grof3er als in PEVA mit einem VA-Gehalt von 9 %, weshalb die Membran das
freisetzungssteuernde Element darstellt (99). Zur Herstellung des Rings wird zunéchst
durch koaxiale Extrusion ein zylinderartiger Strang hergestellt und die Enden
anschlieRend tber einen Ringschluss miteinander verbunden. Der fertige NuvaRing® hat
einen AufRendurchmesser von 54 mm und einen Querschnittsdurchmesser von 4 mm.
Laut Hersteller werden pro Tag 15 ug EE und 120 pug ENG Uber einen Zeitraum von 21 d
aus dem Ring freigesetzt. Die Freigabe beider Wirkstoffe folgt nach einem initialen burst
release annahernd einer Kinetik 0. Ordnung (88). Die Lagerung dieses Ringes muss bei
+4 °C bis +8 °C erfolgen (114).

Ein Generikum zum NuvaRing® ist der Cyclelle®-Ring. Der Kern des Cyclelle®-Ringes
besteht aus einem thermoplastischen Polyurethan (PU) und enthalt 3,474 mg EE und
11 mg ENG. Die freisetzungssteuernde Membran besteht aus PEVA mit einem VA-
Gehalt von 28 %. Die deklarierte taglich freigesetzte Menge an EE und ENG entspricht
der des NuvaRings® (108). Im Gegensatz zum NuvaRing® kann der Cyclelle®-Ring bei
Raumtemperatur gelagert werden. Ein schematischer Aufbau der beiden Vaginalring-

Formulierungen ist in Abbildung 9 gegeben.

Kern: PEVA 28 % VA S Kern: PU

Membran: PEVA 9 % VA Membran: PEVA 28 % VA

Abbildung 9:  Schematischer Aufbau der untersuchten Vaginalringe; links: NuvaRing® und rechts:
Cyclelle® Ring; PEVA: Polyethylenvinylacetat, VA: Vinylacetat, PU: Polyurethan.

In Abbildung 10 sind die Strukturen von EE und ENG dargestellt. EE, ein
Estrogenanalogon, ist praktisch unléslich in Wasser, leicht 16slich in 96 % Ethanol und
I8slich in verdiinnten alkalischen Losungen (110). ENG gehort wie MPA und LNGB zur
Gruppe der Gestagenanaloga und ist unldslich in Wasser (115). Der berechnete logP-
Wert wird fur EE mit 3,7 (116) und fir ENG mit 3,3 (115) angegeben. Sowohl EE als
auch ENG sind mit einem pKs-Wert von 10,33 (117) bzw. 17,99 (118) schwache bzw.

sehr schwache Sauren.
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HO

Fur die Bestimmung der Sattigungsloslichkeit aller verwendeter Wirkstoffe und der
Wirkstofffreisetzung aus den dazugehdrigen Arzneiformen wurden verschiedene
Medien, welche das jeweilige Milieu des Applikationsortes widerspiegeln sollten,
ausgewahlt. Die Bestimmung der Sattigungsloslichkeit von LNGB und MPA und der
Wirkstofffreisetzung aus den dazugehdrigen intramuskularen kontrazeptiven
Injektionssuspensionen wurde in einem salinen Phosphatpuffer pH 7,40 (PBS) (119),
welcher den pH-Wert des interstitiellen Gewebes simuliert, bestimmt. Weiterhin wurde
die LNGB-Lo6slichkeit auch in einem Simulated Body Fluid pH 7,40 (SBF) (120), welches
entwickelt wurde, um strukturelle Verdnderung auf der Oberflache glaskeramischer
Implantate zu untersuchen, und einem Simulated Muscular Fluid pH 7,00 (SMF) (121),
welches fir Aktivitditsmessungen der Adenosintriphosphatasen in Muskelfilamenten
verwendet wurde, durchgefuhrt. In Tabelle 3 sind die Zusammensetzungen der

verwendeten Medien aufgelistet.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der zur Bestimmung der Sattigungsldslichkeit von Medroxyprogesteronacetat
und Levonorgestrelbutanoat verwendeten Medien, welche auch zur Prifung der
Wirkstofffreisetzung aus intramuskuléar zu applizierenden kontrazeptiven Injektionssuspensionen
eingesetzt wurden; PBS: saliner Phosphatpuffer; SBF: Simulated Body Fluid; SMF: Simulated
Muscular Fluid.

Bestandteil PBS SBF SMF
Natriumchlorid 8,000 g 8,035¢ 10,520 ¢
Kaliumchlorid 0,200 g 0,255 ¢g -
Kaliumdihydrogenphosphat 0,200 g - -
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,440 ¢ - -
Natriumhydrogencarbonat - 0,355¢g -
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat - 0,231 g -
Magnesiumchlorid-Hexahydrat - 0,311 g -

1 M Salzsaure - 39 mL -
Calciumchlorid - 0,292 g -
Dinatriumsulfat - 0,072 g -
Trometamol - 6,118 g -
Imidazol - 0,6814g
Natriumazid 0,010g - -
Demineralisiertes Wasser adllL adllL adllL

Die Bestimmung der Sattigungsldslichkeit von EE und ENG und die Prifung der
Wirkstofffreisetzung der Vaginalringe vom Reservoir-Typ wurde in AB pH 4,20
untersucht, einem Medium, welches haufig auch in der Qualitatskontrolle eingesetzt
wird. Dartber hinaus wurde die Wirkstofffreisetzung der EE- und ENG-haltigen
Vaginalringe in einem biorelevanteren Medium, dem Vaginalfluid-simulierenden Medium
mit Glucose (VFS+G), welches nicht nur den pH-Wert des Vaginalfluids, sondern auch
in den Bestandteilen die Zusammensetzung und die Osmolaritdt des humanen
Vaginalfluids simuliert, untersucht (83). In Tabelle 4 ist die Zusammensetzung der
verwendeten Medien gegeben. Die pH-Wert-Einstellung beider Medien erfolgte mit
konzentrierter Essigséaure. Aufgrund der langen Laufzeit der
Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen (21d) wurde beiden Medien Natriumazid
hinzugesetzt, um ein mdgliches Keimwachstum zu vermeiden. Um eine Interferenz des
Natriumazids mit der  Wirkstofffreisetzung auszuschliefRen, wurde die
Sattigungsléslichkeit in den verwendeten Medien sowohl ohne als auch mit Natriumazid-
Zusatz bestimmt und anschliel3end der Einfluss auf die Sattigungsléslichkeit von EE und
ENG bewertet.
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Sowohl fur die Bestimmung der Sattigungsloslichkeit aller verwendeter Wirkstoffe als
auch fur die Prufung der Wirkstofffreisetzung aus den Injektionssuspensionen und den
Vaginalringen wurden den Medien teilweise Tenside (SDS oder Tween® 80) in
Konzentrationen von 0,05 %-1,0 % (m/V) hinzugefigt.

Tabelle 4;: Zusammensetzung der zur Bestimmung der Sattigungsléslichkeit verwendeten Medien von

Ethinylestradiol und Etonogestrel und der Prufung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen;
AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Fluid mit Glucose.

Bestandteil AB VFS+G
Natriumacetat-Trihydrat 1,361 g 0,514 g
Glucose-Monohydrat - 5,000 g
Natriumchlorid - 4,500 g
Essigsaure - 0,79 mL
Milchsaure - 0,6104g
Natriumlactat-L6sung 50 % - 4,040¢9
Natriumazid 0,010g 0,010g
Demineralisiertes Wasser adllL adllL

2.2 Methoden

Kenntnisse Uber die Sattigungsloslichkeit der untersuchten Wirkstoffe sind von grof3er
Bedeutung flr die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung. Erreicht die
Wirkstoffkonzentration im Medium die Sattigungsloslichkeit, so wird sich kein weiterer
Wirkstoff im Medium |6sen und die Freisetzung stagniert. Um sicherzustellen, dass die
Wirkstofffreisetzung nicht durch die Sattigungsloslichkeit des Wirkstoffs im
Freisetzungsmedium limitiert wird, wird empfohlen unter Sink-Bedingungen zu arbeiten.
Sink-Bedingungen werden definitionsgemal erreicht, wenn das Freisetzungsvolumen
mindestens dreifach hoher ist als das Volumen, das zum Erreichen der

Sattigungsloslichkeit wahrend der Wirkstofffreisetzung bendétigt wird (122).

Die 24 h-Sattigungsloslichkeit von LNGB, MPA, EE und ENG wurde in den
beschriebenen Medien bei verschiedenen Temperaturen jeweils sechsfach bestimmt.
Dafur wurden 3,5 mL des entsprechenden Mediums auf 37,0 °C, 45,0 °C und/oder
50,0 °C auf einer Magnetrihrplatte mit temperierbarem Aufsatz vortemperiert.
Anschlieend wurde so viel des jeweiligen Wirkstoffs in die vortemperierten Medien
gegeben wie nétig war, um eine Ubersattigte Losung zu erhalten. Diese Mischung wurde

auf eine Magnetriihrplatte gestellt und bei 220 rpm fir 24 h bei der entsprechenden
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Temperatur gerihrt, um sicherzustellen, dass sich eine Sattigungsldslichkeit einstellt.
Nach 24 h wurde der Uberstand mit Hilfe einer Spritze entnommen und durch einen
vortemperierten 0,45 pm Polyvinylidenfluorid-Filter (PVDF) filtriert. Dabei wurde jeweils
der erste Milliliter des Filtrats verworfen und die restlichen zwei Milliliter der Proben
wurden fur die weitere Verwendung in ein Probengefal? tberfihrt. Direkt im Anschluss
an die Filtration wurden die so erhaltenen Proben mit dem entsprechenden Medium 1:2
verdinnt und auf eventuelle Ausféallung gepruft. Im Anschluss an die ggf. weiteren
erforderlichen Verdinnungsschritte wurden die Proben mittels HPLC-UV/VIS analysiert
(siehe Abschnitt 2.2.3). In einer Reihe von Vorversuchen wurden den verwendeten
Medien verschiedene Tenside (Natriumdodecylsulfat (SDS) vs. Tween® 80) in
unterschiedlicher Konzentration (0,05 %-1,0 % zugesetzt, um eine Steigerung der

Loslichkeit der Wirkstoffe zu erzielen.

Allen Medien, die fir die Untersuchungen der Sattigungsléslichkeit von EE und ENG
und die Prifung der Wirkstofffreisetzung der EE- und ENG-haltigen Vaginalringe
verwendet wurden, wurde 0,001 % Natriumazid zugesetzt, um einem mdglichen
Keimwachstum vorzubeugen (siehe Tabellen 3 und 4). Die Sattigungsloslichkeit von EE
und ENG in AB und VFS+G wurde auch ohne Zusatz von Natriumazid bestimmt, um
dessen Einfluss auf die Loslichkeit zu erfassen. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tber die
Medien, ggf. auch mit Tensidzusatz, die in Loslichkeitsuntersuchungen von LNGB, MPA,
EE und ENG verwendet wurden.

Tabelle 5: Ubersicht der durchgefilhrten Léslichkeitsuntersuchungen von Levonorgestrelbutanoat (LNGB),
Medroxyprogesteronacetat (MPA), Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel (ENG) in den
verschiedenen Medien. PBS: saliner Phosphatpuffer, SBF: Simulated Body Fluid, SMF:

Simulated Muscular Fluid, AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit
Glucose, x: wurde durchgefiihrt, -: wurde nicht durchgefihrt.

Medium LNGB MPA EE ENG
PBS X X X X
SBF X X - -
SMF X X - -
AB - - X X
VFS+G - - X X
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In der FDA Dissolution Methods Database sind zwei Methoden zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung einer MPA-haltigen Injektionssuspension aufgefuhrt (siehe Tabelle
6).

Tabelle 6: Von der FDA empfohlene Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus einer
Medroxyprogesteronacetat-haltigen Injektionssuspension; SDS: Natriumdodecylsulfat (25).

Apparatur, Fluss-/Agitationsrate  Medium und Volumen Probennahmezeitpunkte
Durchflusszelle, 17 mL/min 0,5 % SDS in Wasser, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
offenes System 60, 70, 80 und 90 min
Blattriihrer, 50 rpm 900 mL einer wassrigen 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120,
0,35 %-igen SDS-Losung 240, 360, 1440 und
2880 min

Die Wirkstofffreisetzung der MPA-haltigen Injektionssuspension (Depo-Clinovir®)
wurde, basierend auf den Empfehlungen der FDA, zunachst mit der Blattriihrer-basierten
Methode als Dreifachbestimmung untersucht. Der Inhalt der vorgefillten Spritze wurde
direkt in das mit Medium gefullte Prifgefald der USP 2-Apparatur injiziert. Anschliel3end
wurden diverse Testbedingungen, wie z.B. das Freisetzungsmedium, die
Ruhrgeschwindigkeit und die Probennahmezeitpunkte variiert. In allen weiteren
Versuchen wurde anstelle der 0,35 % wassrigen SDS-LAsung ein saliner Phosphatpuffer
(PBS) pH 7,40 mit einem Zusatz von 0,75 % SDS verwendet.

Um die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen zu
bestimmen, wurden neue Methoden fir die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung mit der
Blattrihrer-Apparatur (USP 2-Apparatur) und der Durchflusszelle (USP 4-Apparatur)
entwickelt. Alle Versuche wurden in einer Dreifachbestimmung und mit jeweils 500 pL
(210 mg LNGB) der Suspension durchgefihrt. Hierflr wurden die wassrigen Injektions-
suspensionen mithilfe einer Spritze und Kanile direkt in das mit Medium gefllte
Priufgefald der USP 2-Apparatur injiziert (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Applikation der zu untersuchenden Injektionssuspension in
die USP 2-Apparatur.

In der USP 2-Apparatur basierten Methode wurden einige Parameter variiert, um
deren Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung und die Fahigkeit der Methode zwischen den
verschieden PartikelgréRen zu diskriminieren, untersucht. Es wurden die SDS-
Konzentration in einem Bereich von 0,35 %-1,0 %, die Zusammensetzung des Mediums
(PBS (119) vs. SBF (120) vs. SMF (121)), der Einfluss der Umdrehungsgeschwindigkeit
(50 rpm-100 rpm) und der Temperatur (37,0 °C vs. 45,0 °C vs. 50,0 °C) untersucht.
Proben mit einem Volumen von 5 mL wurden nach 5, 15, 30, 60, 90, 120, 240, 360, 480,
720, 1080 und 1440 min entnommen und durch einen 0,2 um Celluloseacetat-Filter,
welcher vorher fir den Wirkstoff LNGB hinsichtlich der LNGB-Wiederfindung validiert
wurde, filtriert (123). Die ersten 3 mL des Filtrats wurden verworfen und die restlichen
2 mL fur die HPLC-Analyse verwendet. Das entnommene Probevolumen wurde durch
vortemperiertes frisches Medium wieder erganzt und die Proben mit Hilfe des HPLC
UV/VIS analysiert.

Jede Durchflusszelle wurde zuerst mit einer 6 mm Glasperle bestlickt und im
Anschluss daran mit 21,5 g Glasperlen mit einem Durchmesser von 1 mm befiillt. Die
Filterkopfe der Zellen wurden mit einem GF/D Glasfaserfilter (Whatman™), 0,2 g
Glaswolle und einem GF/F Glasfaserfilter (Whatman™) bestickt, um ein
Ausschwemmen der Partikel aus der Zelle zu verhindern. In einigen Vorversuchen wurde
die Platzierung der Suspension in der Zelle variiert und der Einfluss auf das
Aufschwemmen der LNGB-Partikel untersucht. Dabei erwies sich die Platzierung der
LNGB-Suspension mithilfe einer Spritze am Ubergang des konischen zum zylindrischen

Teil der Durchflusszelle als am besten geeignet (siehe Abbildung 12).
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1 Glasfaserfilter GF/D

2 0,2 g Glaswolle
3 Glasfaserfilter GF/F

& 4 Glasperlen @1 mm, 21,59

5 Position 500 pL LNGB-Suspension

6 Glasperle @6 mm

Abbildung 12: Schematische Darstellung einer bestickten Durchflusszelle zur Prifung der
Wirkstofffreisetzung der LNGB-haltigen Injektionssuspension.

Um auch hier den Einfluss der Flussrate und der Temperatur auf die

Wirkstofffreisetzung und auf die diskriminierenden Fahigkeiten der Methode zu ermitteln,

wurden verschiedene Testparameter variiert. So wurde der Einfluss der Verwendung

eines offenen Systems vs. eines geschlossenen Systems untersucht (siehe Abbildung
13).

Abbildung 13: Schematische Darstellung des offenen (A) und des geschlossenen Systems (B) der
Durchflusszelle.

Ebenfalls wurden die Flussraten (10 mL/min vs. 20 mL/min) und die Temperatur

(37,0 °C vs. 45,0 °C vs. 50,0 °C) im geschlossenen System variiert.

Wahrend des Versuchs im offenen System wurden Proben (5 mL) nach vorher
definierten Zeitpunkten aus den gesammelten Fraktionen und aufgrund der bendtigten

Menge an Freisetzungsmedium nur tber einen Zeitraum von 240 min entnommen und
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durch einen 0,2 um Celluloseacetat-Filter filtriert. Die Probennahmezeitpunkte im
geschlossenen System, welches mit einem Volumen von 900 mL betrieben wurde,
entsprachen denen der USP 2-Apparatur basierten Methode. Nach Entnahme der
Proben (5 mL) wurde das entnommene Medium mit frischem vortemperiertem Medium
substituiert. Alle Proben wurden mit Hilfe von HPLC UV/VIS analysiert. Alle

durchgefuhrten Versuchen wurden als Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Im Rahmen der Qualitatskontrolle wird die Wirkstofffreisetzung von Vaginalringen mit
einfachen Shake-flask-Methoden bestimmt (61-63, 67, 89-92, 95, 97-99, 124-139),
welche schematisch in Abbildung 14 dargestellt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine solche Methode genutzt, um die Ergebnisse, welche mit dieser Methode erhalten
wurden, mit den Ergebnissen, welche mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell
erhalten wurden, zu vergleichen. Dazu wurden 100,0 mL des entsprechenden Mediums
in einen 100 mL Erlenmeyerkolben gefillt und auf 37,0 °C im Inkubationsschuittler
vortemperiert. Nach Erreichen der Temperatur wurde je ein Ring in einen
Erlenmeyerkolben Uberfihrt und die Wirkstofffreisetzung im Inkubationsschittler bei
37,0 °C und 65 rpm bestimmt. Die Probenentnahme erfolgte zu vorher definierten
Zeitpunkten Uber einen Zeitraum von 21 d. In den konventionellen bisher genutzten
Shake-flask-Methoden erfolgt die Probennahme alle 24 h. In dieser Arbeit wurde eine
Shake-flask-Methode verwendet, welche hinsichtlich der Probennahmezeitpunkte
modifiziert wurde. Die Probennahmezeitpunkte wurden in Anlehnung an eine
unpublizierte klinische Studie gewahlt (109), um spater eine direkte Korrelation zwischen
den In-vivo-Daten und den |In-vitro-Daten zu ermdglichen. Zu jedem
Probennahmezeitpunkt in der modifizierten Shake-flask-Methode (Abbildung 15, blaue
Pfeile, adaptiert aus (109)) wurden die Vaginalringe aus dem Erlenmeyerkolben
entnommen, anhaftendes Medium vorsichtig entfernt und anschlie3end das Gewicht der
Vaginalringe bestimmt, Proben (5 mL) aus dem Kolben entnommen und der jeweilige

Ring in einen mit frischem und vortemperierten Medium gefillten Kolben tberfiihrt.

Die Wirkstofffreisetzung aus beiden Vaginalringformulierungen wurde mit der
modifizierten Shake-flask-Methode sowohl in AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS als
auch in VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS aus jeweils drei Vaginalringen
bestimmt. In einer ersten Versuchsreihe wurde die Wirkstofffreisetzung aus dem

NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in 100 mL AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS im
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Inkubationsschuttler bei 37,0 °C und 65 rpm bestimmt. Die Probennahme in dieser
Versuchsreihe erfolgte zu den Zeitpunkten, die durch die blauen Pfeile in Abbildung 15
gekennzeichnet sind. In den bisher in der Literatur beschriebenen Shake-flask-
Methoden wurde die erste Probe der In-vitro-Versuche nach 24 h entnommen (60—63,
68, 71, 89-91, 96, 97, 99, 126, 128, 130, 136, 139-149), d.h. in bisher durchgefihrten
Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen aus Vaginalringen wurde der Bereich der
Probennahmezeitpunkte, welche in Abbildung 15 A dargestellt sind, nicht berticksichtigt.

Abbildung 14: Schematische Darstellung der verwendeten Shake-flask-Methode zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen.

Im Jahr 2017 wurden Ergebnisse einer Biodquivalenzstudie mit dem NuvaRing® und
einem generischen Vaginalring (Ornibel®) publiziert (108). Die Zusammensetzung des
in der Bioaquivalenzstudie verwendeten Ornibel®-Rings und die des bereits
beschriebenen Cyclelle®-Rings stimmen tberein. Um spater auch mit diesen publizierten
Daten eine IVIVC erstellen zu kdnnen, wurden die bisher fir die Untersuchung der
Wirkstofffreisetzung der Vaginalringe gewahlten Probennahmezeitpunkte mit den
Zeitpunkten der Plasmaentnahme in der Biodquivalenzstudie verglichen. Da in der
Bioaquivalenzstudie Probennahmen zu Zeitpunkten erfolgten, die in den bisherigen In-
vitro-Versuchen zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung in der modifizierten Shake-
flask-Methode nicht bertcksichtigt wurden, wurden diese Zeitpunkte in Form einer
Aliquotentnahme, d.h. es wurden nur 1,2 mL aus dem Kolben zu den betreffenden
Zeitpunkten entnommen und anschlieend mit frischem Medium substituiert (siehe
Abbildung 15, graue Pfeile), implementiert. Im Gegensatz dazu erfolgte zu den
Probennahmezeitpunkten, die durch die blauen Pfeile in Abbildung 15 gekennzeichnet

sind, ein kompletter Austausch des Mediums nach der Probennahme von 5 mL.
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Abbildung 15: Probennahmezeitpunkte wéahrend der Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
Vaginalringen; A: Probennahmezeitpunkte fir den Zeitraum Oh bis 24h,
B: Probennahmezeitpunkte fiir den Zeitraum 24 h bis 21 d. Die grauen Pfeile kennzeichnen
Probennahmezeitpunkte, zu denen nur ein Aliquot von 1,2 mL entnommen und durch
frisches, vortemperiertes Medium ersetzt wurde. Die blauen Pfeile kennzeichnen
Probennahmezeitpunkte, bei denen nach der Probennahme ein kompletter Austausch des
Mediums erfolgte.

In der zweiten Versuchsreihe unter Verwendung der modifizierten Shake-flask-
Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung beider Vaginalringformulierungen in
VFS+G mit einem Zusatz von 0,5% SDS erfolgte die Probennahme zu den
Probennahmezeitpunkten, welche durch die blauen und grauen Pfeile in Abbildung 15
dargestellt sind. Im Anschluss daran wurden die Proben mit Hilfe der HPLC UV/VIS

analysiert.

Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Shake-flask-Methoden sind nur schlecht
geeignet, um den burst release aus Vaginalringen abzubilden. Daher sollte eine neue
Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen entwickelt werden,
welche den burst release besser abbilden kann, sich gleichzeitig jedoch auch dazu
eignet, die Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen Uber den Tragezeitraum
wiederzugeben. Um den burst release, den der Vaginalring des Reservoir-Typs in vivo
zeigt, auch in vitro erfassen zu kénnen und basierend auf Uberlegungen, wie die In-vivo-
Situation am besten in einem In-vitro-Modell abgebildet werden kénnte, wurde ein
Mehrkompartimentmodell als am besten geeignet angesehen. In vivo werden EE und
ENG aus dem Vaginalring freigesetzt, l6sen sich im humanen Vaginalfluid und werden
im Anschluss durch das Vaginalepithel resorbiert und gelangen in den systemischen

Kreislauf.
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Das zu entwickelnde Mehrkompartimentmodell sollte zunachst aus drei
Kompartimenten aufgebaut werden. Das innere Kompartiment sollte das humane
Vaginalmilieu hinsichtlich des Volumens und der Zusammensetzung des Vaginalfluids
simulieren. Das auf3ere Kompartiment sollte zur Simulation des systemischen Kreislaufs
und das Permeationskompartiment, welches das innere und &aufRere Kompartiment
voneinander trennt, zur Simulation des Vaginalepithels in das Mehrkompartimentmodell

implementiert werden.

Um dieses Modell realisieren zu kénnen, waren zum einen Kenntnisse Uber die Lage
des Vaginalrings in der Vagina, die Menge an Vaginalfluid, welches fur die
Wirkstofffreisetzung zur Verfligung steht und dessen Zusammensetzung sowie die
Sattigungsloslichkeiten von EE und ENG von entscheidender Bedeutung. Durch eine
Literaturrecherche konnten Kenntnisse Uber die Lage eines Vaginalrings in der Vagina
einer Anwenderin gewonnen werden (150) sowie Kenntnisse (Uber die
Zusammensetzung und der Menge des humanen Vaginalfluids, welches zur
Wirkstofffreisetzung zur Verfiigung steht (79, 81-83). Dartber hinaus wurden zusétzlich
die Zusammensetzung von verschiedenen, Dbereits publizierten simulierten
Vaginalfluiden hinsichtlich deren Zusammensetzung und Eignung zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung beurteilt (93). Weiterhin sollte es mdglich sein, sowohl im inneren
Kompartiment als auch im auf3eren Kompartiment unter zehnfachen Sink-Bedingungen

Zu arbeiten.

Da fiir die Realisierung der Uberlegungen zur Entwicklung eines neuen In-vitro-
Freisetzungsmodells keine kompendiale Apparatur geeignet schien, musste sowohl ein
geeignetes Verfahren als auch ein geeignetes Material fir die Fertigung gefunden
werden. Die internationalen Arzneiblicher fordern, dass das Material, aus dem das neue
Freisetzungsmodell gefertigt werden soll, inert und robust sein sollte. Darliber hinaus
sollte das Material bestéandig sein, sich nicht auflésen und keinen Wirkstoff adsorbieren.
Ein zur Fertigung des neuen Freisetzungsmodells geeignetes Verfahren schien der 3D-
Druck zu sein. Aus diesem Grund wurden im Rahmen der Entwicklung des neuen
Modells verschiedene fir den 3D-Druck geeignete Polymerfilamente hinsichtlich der
Adsorption von EE und ENG untersucht. Dazu wurden 3D-gedruckie Quader
(20 mm*5 mm*>5 mm) in einer EE- und ENG-haltigen Stammlésung im
Inkubationsschuttler bei 37,0°C und 65rpm inkubiert. Die Bestimmung der
Wirkstoffadsorption erfolgte jeweils als Dreifachbestimmung. Die 3D-gedruckten Quader
wurden fir 1, 3, 7, 14 und 21 d in der EE- und ENG-haltigen Stamml&sung inkubiert.

Nach Ablauf der genannten Inkubationszeiten wurden Proben (2 mL) aus der wassrigen
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Stammldsung entnommen, durch einen PVDF-Filter (0,45 um) filtriert, 1 mL des Filtrats
verworfen und das restliche Filtrat mittels HPLC analysiert. Im Anschluss an diese
Voruntersuchungen wurde eine Zelle, die als Mehrkompartimentmodell fungieren sollte,
mit Hilfe eines 3D-Zeichen-Programms erstellt und anschlie3end mit Hilfe einer Slicing-
Software, welche die 3D-Zeichnung in einen sogenannten G-Code, welcher der
Druckerduse die Druckkoordinaten vorgibt, umgewandelt. Im Anschluss daran wurde
das Freisetzungsmodell mit einem 3D-Drucker aus einem geeigneten Filament

modelliert.

Die Testdauer zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus EE- und ENG-haltigen
Vaginalringen umfasst einen Zeitraum von 21 d. Das Permeationskompartiment sollte
Uber den Zeitraum der Untersuchung stabil sein. Gleichzeitig sollte das
Permeationskompartiment die Diffusion von EE und ENG in das jeweils andere
Kompartiment ermdglichen. Um diese genannten Anforderungen zu erfillen, stellte die
Verwendung eines Gels als Permeationskompartiment einen vielversprechenden Ansatz
dar. In der wissenschaftlichen Literatur fanden sich zwei einfach herzustellende Gele,
deren Zusammensetzung fur das Permeationskompartiment geeignet schien (151, 152).
Um die Anforderungen, wie z.B. die Formstabilitét tGber den Testzeitraum und
gleichbleibende Beschaffenheit bzw. Eigenschaften, zu erfiillen, wurden verschiedene,
teilweise hydrophobisierte Hydrogele getestet und hinsichtlich der genannten
Anforderungen untersucht. Die entsprechenden Gele wurden hydrophobisiert, da dass

die Vagina auskleidende Gewebe kein reines hydrophiles Epithel darstellt (79, 153, 154).

Es wurden ein 2 %-iges Agarose-Gel und ein Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel)
ausgewahlt und teilweise mit Lipofundin® MCT 20 hydrophobisiert, um die
Vaginalschleimhaut und deren Eigenschaften zu simulieren. In Tabelle 7 wird die exakte
Zusammensetzung der Gele aufgefihrt. Im Vorfeld der Verteilungsuntersuchungen
wurde die Wiederfindung von EE und ENG nach Extraktion aus den verschiedenen
Gelen bestimmt und die Extraktionsmethode mit einer Wiederfindung = 95 % fur die

Auswertung der Versuche herangezogen.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der getesteten Gelformulierungen, PAA-Gel: Polyacrylamid-Gel, APS:
Ammoniumperoxodisulfat, TEMED: N, N, N‘, N-Tetramethylethylendiamin.

2 %-iges Agarose-Gel | hydrophobisiertes 2 %-iges Agarose-Gel
Agarose 0,449 0,449
Wasser 19,6 g 18,6 g
Lipofundin® MCT 20 | - 10¢9
PAA-Gel hydrophobisiertes PAA-Gel
Rotiphorese® Gel 30 | 6,7 g 6,79
Ringerpuffer 129¢g 1191g
10 % APS-Lbsung 200 pL 200 pL
TEMED 20 uL 20 uL
Lipofundin® MCT 20 | - 0,99 g

Mit den in Tabelle 7 aufgefiihrten Zusammensetzungen der Gele wurde zunachst der
Verteilungskoeffizient der Hormone (EE und ENG) zwischen dem Gel und einem
Vaginalfluid-simulierenden Puffer bestimmt. Daflr wurden Globuli (ca. 2 g) aus den
entsprechenden Gelen hergestellt. Zundchst wurde die Verteilung der Wirkstoffe von
einem Vaginalfluid-simulierenden Puffer in das jeweilige Gel untersucht. Dazu wurde
eine Stammldsung der beiden Wirkstoffe wie folgt hergestellt: zunachst wurden 5,4 mg
ENG in 10,0 mL Acetonitril (ACN) und 2,25 mg EE in 50,0 mL ACN gel6st. Von den
jeweiligen Stammldsungen wurden je 5,0 mL in ein wassriges Medium (siehe Tabelle 4)
Uberfiihrt und mit diesem auf 500,0 mL aufgefiillt. AnschlieRend wurden 50,0 mL des
EE- und ENG-haltigen wassrigen Mediums in 50 mL Erlenmeyerkolben gefiillt und auf
37,0 °C vortemperiert. Nach Erreichen der Zieltemperatur wurde je ein Globulum,
dessen Ausgangsmasse vorher bestimmt wurde, in einen Erlenmeyerkolben Uberfihrt
und fur 1, 3, 5 oder 7 d im Inkubationsschuttler bei 37 °C und 65 rpm in der Stamml&sung
inkubiert. Nach den entsprechenden Zeiten wurden Proben (5 mL) aus der wassrigen
Phase entnommen sowie die Globuli enthommen, und gewogen. Aus der
Ausgangsmasse und Masse nach entsprechender Inkubation wurde das

Quellungsvermogen des jeweiligen Gels bestimmt.

Mg —my
Quellung (%) = (m—) * 100 (Formel 1)
A

Formel 1 gibt die Berechnung der Quellfahigkeit der Gelkérper, mit me der Masse des
Gelkorpers zu Versuchsende und ma mit der Masse des Gelkdrpers vor Versuchsbeginn,

wieder. Das Quellungsvermégen wurde gepriift, da ein hohes Quellungsvermdgen sich
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nachteilig auf die Wirkstofffreisetzung im neu entwickelten Modell auswirken kénnte, da
in diesem Modell geringe Volumina eingesetzt werden sollten. Wenn das Gel ein hohes
Quellungsvermogen besitzt, wilrde es dem inneren und dem auf3eren Kompartiment
Medium entziehen und dadurch wirden keine zehnfachen Sink-Bedingungen in diesen

Kompartimenten mehr erreicht werden.

Nachdem die Masse der einzelnen Globuli nach Versuchsende bestimmt wurde,
wurde das gewogene Globulum in ein Falcon-Réhrchen tberfuhrt und bei -80 °C fiir 24 h
eingefroren, um die Gelstruktur der Extraktion zuganglich zu machen. Nach 24 h wurden
die Globuli fur 1 h aufgetaut und jeweils mit 5 mL ACN versetzt und EE und ENG im
Inkubationsschiittler bei 37 °C und 65 rpm fiir 3 h extrahiert. Dieser Extraktionsschritt

wurde insgesamt dreimal in aufeinanderfolgenden Schritten durchfuhrt.

Im spéteren Versuchsaufbau sollte das Permeationskompartiment auch in der Lage
sein, die Diffusion von EE und ENG in ein weiteres Kompartiment zu ermdglichen. Zur
Uberprifung dieser Eigenschaft wurden EE-und ENG-haltige Globuli aus den 2 %-igen
Agarose-Gelen  (nicht-hydrophobisiert und hydrophobisiert) hergestellt. Die
wirkstoffhaltigen Globuli, welche anstelle von Wasser mit einer wassrigen EE- und ENG-
haltigen Stammlésung (0,45 pg/mL EE und 0,54 pg/mL bzw. 0,90 pg/mL EE und
10,80 pg/mL ENG) hergestellt wurden, wurden anschlieBend in 50 mL eines
wirkstofffreien Vaginalfluid-simulierenden Mediums im Inkubationsschiittler bei 37,0 °C
und 65 rpm flr drei Tage inkubiert. Im Anschluss wurde die Menge an EE und ENG im
wassrigen Medium und die verbleibende Menge im entsprechenden Gel durch das

vorher beschriebene Extraktionsverfahren bestimmt.

Anhand der Ergebnisse der Bestimmung des Verteilungskoeffizienten der
Arzneistoffe und des Quellungsvermégens der Gelkoérper wurde nur die Integritat und
Stabilitat des nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarosegels bei 37 °C Uber einen
Zeitraum von 21 Tagen untersucht. Das nicht-hydrophobisierte 2%-ige Agarose-Gel
wurde in eine definierte Form (H6he 10 mm, Durchmesser 20 mm), welche mithilfe des
3D-Drucks erstellt wurde, gebracht und fur 21 Tage in einem Kolben mit VFS+G und
einem Zusatz von 0,5% SDS udberfuhrt und bei 37 °C und 65 rpm inkubiert. Nach
21 Tagen wurde das Gel entnommen und sowohl visuell als auch mit Hilfe der
Bestimmung seines Elastizitditsmoduls seine Integritat beurteilt. Eine Referenzmessung
des Gels erfolgte nach der Herstellung. Der Elastizititsmodul wurde mithilfe eines
TextureAnalysers im Kompressionsmodus bestimmt. Dabei drang der Teststempel (&
20 mm), welcher sich mit einer Geschwindigkeit von 0,5 mm/s bewegte, 3 mm in den

Prufkorper ein und komprimierte diesen. Der zuriickgelegte Weg und die aufgewendete
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Kraft pro Zeiteinheit wurden gemessen. Aus den Daten des linearen Anstiegs der Kurve
konnte der Elastizitatsmodul E berechnet und zur Beurteilung der Integritat des Gels

herangezogen werden (155).

(Formel 2)

= B

Formel 2 gibt die Berechnung des Elastizitatsmoduls, mit F der Kraft, die auf den
Gelkorper ausgelbt wird, A der Querschnittsflache des Gelkorpers, Al der
Langenanderung wahrend der Deformation und h der Hoéhe des Gelkdrpers vor der

Deformation wieder.

Fur die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-
Ring wurden folgende Medien verwendet: AB pH 4,20, VFS+G und PBS pH 7,40, deren
Zusammensetzungen in den Tabellen 3-4 aufgefihrt sind. Die Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung erfolgte als Dreifachbestimmung. In einer Reihe von Vorversuchen
wurde der Einfluss von SDS auf die Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® in AB

untersucht.

In ersten Versuchsreihen mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell wurden AB
mit einem Zusatz von 0,5 % SDS und VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS als
Freisetzungsmedien sowohl im inneren als auch im dul3eren Kompartiment verwendet.
Die Probennahme erfolgte nur zu den Zeitpunkten, welche in Abbildung 15 durch die
blauen Pfeile gekennzeichnet sind. In einer spateren Versuchsreihe mit VFS+G mit
einem Zusatz von 0,5 % SDS als Freisetzungsmedium im inneren Kompartiment und mit
PBS und einem Zusatz von 0,5% SDS als Freisetzungsmedium im &auf3eren
Kompartiment, erfolgte die Probennahme zu allen Zeitpunkten, die in Abbildung 15 A
und B dargestellt sind. Zu den Probennahmezeitpunkten, welche durch graue Pfeile in
Abbildung 15 gekennzeichnet sind, wurde jeweils nur ein Aliquot von 1,2 mL aus dem
inneren und aus dem aulRerem Kompartiment entnommen und im Anschluss wieder mit
1,2mL des entsprechenden vortemperierten Mediums aufgefillt. Zu den
Probennahmezeitpunkten, welche durch blaue Pfeile gekennzeichnet sind, erfolgte eine

Entnahme von 5 mL Probe sowohl aus dem inneren als auch aus dem &auleren
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Kompartiment. Im Anschluss daran erfolgte ein kompletter Austausch des Mediums in
beiden Kompartimenten. Nach 21 d erfolgte die Bestimmung der Mengen an EE und
ENG, die sich im Permeationskompartiment angereichert hatten. Die Wirkstoffe wurden
in gleicher Weise wie in den Verteilungsuntersuchungen extrahiert, d.h. die Gelkorper
wurden bei -80 °C fur 24 h eingefroren. Nach einer Auftauphase von 1 h wurden die
Gelkorper mit jeweils 10 mL ACN versetzt und die Wirkstoffe fur 3 h in einem
Inkubationsschiittler bei 37,0 °C und 65 rpm extrahiert. Der Extraktionsprozess wurde
insgesamt dreimal mit frischem ACN durchgefihrt. Alle Proben wurden im Anschluss
mittels HPLC UV/VIS analysiert.

Die Wirkstoffmenge, welche pro Zeiteinheit in das Permeationskompartiment
diffundieren kann, wurde mit Hilfe eines miniaturisierten Versuchs ermittelt. Dazu wurde
angenommen, dass sich EE und ENG wahrend des Versuchszeitraums homogen durch
das gesamte Permeationskompartiment diffundieren und darin verteilen. Es sollte die
Flache eines Teilstiicks des Permeationskompartiments ermittelt werden, welche
reprasentativ fur die aufgenommene Menge an EE und ENG war (siehe Abbildung 16).
Im resultierenden Versuchsaufbau wurde lediglich die Diffusion von aus dem inneren
Kompartiment freigesetzten EE und ENG in das Permeationskompartiment
berticksichtigt. Um diesen Versuchsaufbau zu realisieren, musste das Gel in eine
zylindrische Form mit einer definierten Flache fir das Permeationskompartiment

uberfiihrt werden.

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Uberlegungen zur Bestimmung der Wirkstoffmenge im
Permeationskompartiment, rot: Innenseite des zylindrischen Permeationskompartiments.

Die Mantelflache (M) der Innenseite des zylindrischen Gelkompartiments wurde nach

Formel 3, mit r dem Radius des Zylinders und h der Héhe des Zylinders, berechnet:

M=2xm*xrxh (Formel 3)

Fur die Mantelflache ergab sich eine Flache von 30,54 cm2 Da in diesem

Versuchsaufbau das Ausmal3 der Diffusion und die Verteilung von EE und ENG aus dem

38



Materialien und Methoden

inneren Kompartiment in das Permeationskompartiment untersucht werden und der zu
untersuchende Gelausschnitt in eine zylindrische Form Uberfiihrt werden sollte, wurden
verschiedene Glasgefalie hinsichtlich einer Flache, welche das
Permeationskompartiment reprasentieren sollte, untersucht. Als am besten geeignet
erwies sich ein 20 mL-Rollrandglas. Aus dem Innendurchmesser des 20 mL-
Rollrandglases ergab sich eine Flache von 4,52 cm2. Um in diesem Rollrandglas die
Wandstarke des Gelkompartiments simulieren zu konnen, wurden verschiedene
Mengen des entsprechenden Gels eingefillt und die exakte Menge an Gel notiert, die
benttigt wurde, um eine HOhe von 5mm zu erreichen, welche der Dicke des
Permeationskompartiments in dem neu entwickelten Freisetzungsmodell entsprach. Die
Mantelflache der Innenseite des Gelkompartiments (30,54 cm?) wurde zum Volumen,
mit welchem das Innenkompartiment beftllt wurde (13,0 mL) und zur Flache des Gels
im 20 mL-Rollrandglas (4,52 cm?) in ein Verhaltnis gesetzt, um die Menge des Volumens
der Arbeitslésung, welches fur den miniaturisierten Versuchs benétigt wurde, berechnen
zu konnen. Fir diesen Versuch sollten die Konzentrationen, die wahrend des Versuchs
mit einem Vaginalring zum jeweiligen Zeitpunkt im inneren Kompartiment ermittelt
wurden, im miniaturisierten Versuch in Form einer Arbeitslosung auf das Gel gegeben

werden. Ein schematischer Aufbau des Versuchs wird in Abbildung 17 dargestellt.

+ 1,34 g Agarose-Gel + 1,92 mL Arbeitslésung

- =

Abbildung 17:  Schematischer Aufbau des Miniaturversuchs zur Bestimmung der Wirkstoffmenge im Gel.

Dazu wurde eine Stammldsung fir jeden der beiden Wirkstoffe hergestellt, um das
variable Verhdltnis von EE und ENG wahrend der Freisetzungsversuche besser
abbilden zu kénnen. Es wurden die bendtigten Volumina der jeweiligen Stammlésung
berechnet und anschlieBend verschiedene Arbeitslésungen hergestellt. Diese
Arbeitslésungen enthielten Konzentrationen, die wahrend der Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung zu einem bestimmten Probennahmezeitpunkt mit dem neu
entwickelten Freisetzungsmodell im inneren Kompartiment bestimmt wurden. Die
jeweiligen vortemperierten Arbeitslésungen wurden dann in die mit Gel gefullten 20 mL-
Rollrandglaser gegeben und fir die entsprechende Zeit bei 37,0 °C und 65 rpm im
Inkubationsschiittler inkubiert. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde der

Uberstand komplett entnommen und die nachste Arbeitslésung mit einer anderen
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Konzentration in dasselbe mit Gel gefiillte 20 mL-Rollrandglas gegeben. Diese Versuche
wurden mit n = 3 Uber einen Zeitraum von 21 d durchgefihrt. Fir die Auswertung des
Versuchs wurde sowohl der EE- und ENG-Ausgangsgehalt der jeweiligen Arbeitslésung
als auch der EE- und ENG-Gehalt der entnommenen Proben vermessen. Aus der
Differenz der ermittelten Konzentration der Arbeitslosung, welche als Referenzwert
diente, und der Probe wurde die in das Gel diffundierte Menge des entsprechenden
Steroidhormons berechnet. Anschlie3end wurde die kumulativ in das Gel diffundierte

Menge berechnet. Diese sollte spater mit in die Berechnungen fir die IVIVC einflieRen.

Alle vier Wirkstoffe wurden mittels HPLC-UV/VIS analysiert. Dabei wurden EE und
ENG parallel erfasst. Das chromatographische Setup und die dazugehdrigen Parameter
der jeweiligen Methoden sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Chromatographisches Setup und dazugehodrige Testparameter der HPLC-Methoden fir

Levonorgestrelbutanoat (LNGB), Medroxyprogesteronacetat (MPA) sowie fur Ethinylestradiol
(EE) und Etonogestrel (ENG), Acetonitril (ACN).

LNGB MPA EE & ENG
Vorsaule - - LiChrospher® 100
RP-18 (5 um)
Séaule Waters Symmetry® Waters Symmetry®  LiChrospher® 100
C18 3,5 um, C18 3,5 um, RP-18 endcapped
4,6X75 mm 4,6X75 mm (5 pm),
4,6x250 mm
Injektionsvolumen 20 pL 20 pL 100 pL
Flussrate 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min
FlieRBmittel Wasser:ACN Wasser:ACN Wasser:ACN
Verhdltnis FlieBmittel  25:75 40:60 30:70
Ofentemperatur 35°C 35°C 35°C
Detektionswellenlange 243 nm 240 nm EE 210 nm
ENG 242 nm
Laufzeit 5 min 5 min 11 min
Retentionszeit 3,6 min 3,6 min EE 4,6 min
ENG 6,4 min

Die Methoden wurden nach USP 37-NF 32 (Kapitel 621 und 1225) validiert (156, 157).
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Um eine Aussage Uber das Freisetzungsverhalten der vier LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen treffen und deren Aufldsung besser verstehen zu kdnnen,
wurden die Ergebnisse anhand des Ahnlichkeitsfaktors (similarity factor) f. miteinander
verglichen. Der f,-Faktor wurde fur die Beurteilung von In-vitro-Freisetzungsprofilen von
oralen generischen Arzneiformen im Vergleich zu den Originatorprodukten entwickelt
und bietet eine schnelle Moglichkeit, um eine Abweichung des Profils des Testprodukts
im Vergleich zum Referenzprodukt von mehr als 10 % abzuschatzen. Der f,-Faktor ist
umgekehrt proportional zur durchschnittlichen quadratischen Differenz zwischen zwei

Freisetzungsprofilen. Seine Berechnung ist in Formel 4 wiedergegeben.

-0,5

n
1
f2 =50 xlogs |1+ EZ(Rt — Tt)zl * 100 (Formel 4)
t=1

Folgende Parameter werden fiir die Berechnung des f,-Faktors benétigt: die Anzahl der
fur die Berechnung herangezogenen Probennahmezeitpunkte (n), die prozentuale
kumulativ freigesetzte Menge des Referenzproduktes (R:) und die prozentuale kumulativ
freigesetzte Menge des Testproduktes (Ty). Im Fall von identischen Freisetzungskurven
nimmt f, einen Wert von 100 an. Damit Freisetzungskurven als ahnlich bezeichnet
werden konnen, hat die FDA in einem Leitfaden zur Bestimmung des Ahnlichkeitsfaktors
festgelegt, dass der f.-Wert zwischen 50 und 100 liegen sollte, was einem Unterschied
von maximal 10 % in den Freisetzungskurven entspricht (158). Weiterhin schreibt die
FDA in diesem Leitfaden vor, zwoélf individuelle Priflinge auf Wirkstofffreisetzung unter
den gleichen Testbedingungen zu prifen. Weiterhin sollte nur ein Wert der Freisetzung
2 85 % in die Berechnung des f,-Faktors mit einbezogen werden (159). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der f,-Faktor genutzt, um den Einfluss der veranderten
Testparameter wahrend der Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen zu bestimmen. Entgegen der Vorgabe der FDA, zwolf
individuelle Pruflinge zu testen, wurde nur eine Dreifachbestimmung unter den jeweiligen
Testbedingungen durchgefihrt. Die Probennahmezeitpunkte wurden wéhrend der
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-Suspensionen in allen

durchgefuhrten Versuchen nicht variiert und sind im Abschnitt 2.2.2.1 gegeben.
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Neben dem Ahnlichkeitsfaktor wurde eine Varianzanalyse zum Vergleich der LNGB-
Freisetzungskurven herangezogen. Daflir wurde die Mean Dissolution Time (MDT) flr
jede untersuchte Injektionssuspension nach der Methode von Voegele et al. (160)
berechnet (siehe Formeln 5 und 6, Abbildung 18).

(Formel 5)

Fur die Berechnung der MDT wird die Flache zwischen den Kurven (ABC) bendtigt.
Die Flache zwischen den Kurven berechnet sich nach folgender Formel:

ABC = Ayprqr — AUC (Formel 6)
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Flachen, die zur Berechnung der Mean Dissolution Time
bendtigt werden; Awta: Fléche der 100 % Freisetzung nach Zeit x, ABC: Flache zwischen
den Kurven Awtal und AUC, AUC: Flache unter der Kurve.

Die Flache zwischen den Kurven (ABC) errechnet sich aus der maximalen Flache des

Freisetzungsdiagramms (100 % Wirkstofffreisetzung) nach 1440 min (Awt, Siehe

Abbildung 18 A) und der Flache unter der Kurve (AUC, siehe Abbildung 18 B).

Die berechneten MDTs wurden hinsichtlich signifikanter Unterschiede mit Hilfe einer
Varianzanalyse fir wiederholte Messungen und einem Tukey-Test bestimmt. Ein P-Wert
kleiner als 0,05 wurde als geeignet angesehen, statisch signifikante Unterschiede
zwischen den mittleren Auflosungszeiten zu erfassen. Die ,area under the curve® (AUC)
und die ,analysis of variance“ (ANOVA) wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software
berechnet.
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2.2.6 In-vitro-In-vivo-Korrelation

Um Plasmaspiegel von Vaginalringanwenderinnen mit den Daten von In-vitro-
Wirkstofffreisetzungen zu korrelieren, wurden Daten aus den In-vivo-Plasmaspiegeln
aus einer unpublizierten klinischen Studie (109) und Daten aus einer publizierten
Biodquivalenzstudie (108), welche mithilfe des WebPlotDigitizers (161) digitalisiert

wurden, verwendet.

Unter Anwendung eines EE- und ENG-haltigen Vaginalrings konnte eine sogenannte
Flip-Flop-Kinetik beobachtet werden. Dies bedeutet, dass die Absorption der Wirkstoffe
langsamer erfolgt als deren Elimination. Dadurch wird der terminale Teil der
Plasmaspiegelkurve durch die Absorption der Wirkstoffe bestimmt. Aus diesem Grund
konnten aus dem terminalen Ende der nattrlich logarithmierten Plasmaspiegelkurven
die Absorptionskonstanten berechnet werden. Durch das sogenannte Abschélverfahren
wurden im Anschluss die Eliminationskonstanten berechnet, welche fiir die Berechnung
der absorbierten Fraktionen bendtigt wurden. Im Anschluss erfolgte die Dekonvolution
der Plasmadaten mit der Methode nach Wagner-Nelson, um eine kumulative Kurve der
absorbierten Wirkstoffmengen zu erhalten (162, 163). Dabei wurde eine Clearance von
19 L/h angenommen (106).

Um die gesamte in vitro freigesetzte EE- und ENG-Menge aus den Vaginalringen zu
berechnen, wurden die Wirkstoffkonzentrationen in allen Kompartimenten (inneres,
auBBeres und Permeationskompartiment) in die Berechnung mit einbezogen. Dabei
wurde die Menge, welche im Permeationskompartiment zum jeweiligen Zeitpunkt

prasent ist, aus den in den Miniaturversuchen erhaltenen Ergebnissen extrapoliert.

Im letzten Schritt wurden die Daten der absorbierten Fraktion gegen die kumulativ
freigesetzte Menge aus den In-vitro-Versuchen gegeneinander aufgetragen und die

Glite der Korrelation durch eine lineare Regression beurteilt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Loslichkeitsbestimmungen

Die Bestimmung der Sattigungsldslichkeit von MPA und LNGB in PBS erfolgte sowohl
ohne als auch mit variierendem Tensidzusatz. Die experimentell bestimmten
Sattigungsloslichkeiten, die unter Verwendung eines SDS-Zusatzes in PBS erzielt
wurden, waren vielversprechender als die Ergebnisse unter Verwendung des Tensids
Tween® 80 in PBS. Durch den Zusatz von 1,0 % Tween® 80 konnte die Ldslichkeit von
LNGB lediglich auf 4,6 + 0,3 pg/mL gesteigert werden. Aus diesem Grund sind in Tabelle
9 nur die Ergebnisse der Untersuchungen der Sattigungsloslichkeit in Abhéangigkeit von
der zugesetzten Menge an SDS aufgefihrt. Die Sattigungsldslichkeit von LNGB in PBS
ohne Tensidzusatz war so gering, dass diese mit der analytischen Methode nicht
bestimmt werden konnte. Die Erhéhung der Tensidkonzentration flihrte zu einem
linearen Anstieg der Sattigungsldslichkeit von LNGB. Fir die Sattigungsloslichkeit von
MPA konnte ein linearer Zusammenhang innerhalb eines Konzentrationsbereichs von
0,05 % bis 0,5 % SDS-Zusatz ermittelt werden.

Tabelle 9: Experimentell bestimmte Sattigungsloslichkeiten von MPA und LNGB ohne und mit variierendem
SDS-Zusatz in PBS bei 37,0°C wund 220rpm (MWxS.D., n=6); MPA:

Medroxyprogesteronacetat, LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Medium MPA (ng/mL) LNGB (ug/mL)

PBS 1,09 + 0,02 - % -

PBS + 0,1 % SDS 30,42 + 0,28 7,09 + 0,31
PBS +0,35% SDS 163,78 + 1,72 2529 * 0,51
PBS + 0,5 % SDS 232,21 = 2,06 3481 + 5721
PBS +0,75% SDS 887,01 + 55,11 47,20 + 8,96
PBS+1,0% SDS 121843 + 54,85 65,67 + 13,64

Der Austausch des PBS gegen das komplex zusammengesetzte SBF oder gegen
das SMF hatte bei einem SDS-Zusatz von 0,75 % keinen signifikanten Einfluss
(P > 0,05) auf die Sattigungsléslichkeit von LNGB (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Experimentell bestimmte Sattigungsloslichkeiten von LNGB in verschiedenen Medien mit einem
0,75 %-igen SDS-Zusatz bei 37,0°C und 220rpm, (MW tS.D., n=6); LNGB:
Levonorgestrelbutanoat, SDS: Natriumdodecylsulfat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SBF:
Simulated Body Fluid, SMF: Simulated Muscular Fluid.

Medium LNGB (ug/mL)

PBS + 0,75 %SDS 47,20 + 8,96
SBF + 0,75 % SDS 42,53 + 9,45
SMF + 0,75 % SDS 40,48 + 6,27

Einen Einfluss auf die Sattigungsldslichkeit von LNGB hatte hingegen die Erhdhung
der Temperatur. Die Ergebnisse der Bestimmung der Sattigungsloslichkeit Dbei
verschiedenen Temperaturen sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. Die Sattigungsloslichkeit von
LNGB in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS bei 37,0 °C und 50,0 °C unterschieden
sich signifikant (P = 0,01).

Tabelle 11: Experimentell bestimmte Sattigungsléslichkeiten von LNGB in PBS mit einem 0,75 %-igen

SDS-Zusatz bei verschiedenen Temperaturen und 220 rpm (MW +S.D., n=6); LNGB:
Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

PBS + 0,75 % SDS LNGB (ug/mL)

37,0°C 4720 + 8,96
45,0 °C 50,77 + 3,77
50,0 °C 63,72 + 831

In einer Reihe von Vorversuchen wurden die Sattigungsloslichkeiten von EE und ENG
in verschiedenen in der Literatur beschriebenen Vaginalfluid-simulierenden Medien
bestimmt. Da sich die experimentell bestimmten Werte jedoch kaum unterschieden,
werden diese hier nicht dargestellt. Nachfolgend sind die Ergebnisse der
Sattigungsloslichkeit von EE und ENG in ausgewahlten Medien, welche den vaginalen
pH-Wert bzw. die Zusammensetzung des humanen Vaginalfluids von pramenopausalen
Frauen bzw. das humane Plasma simulieren sollen, ohne und mit SDS-Zusatz
dargestellt (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Experimentell bestimmte Sattigungsléslichkeiten von A) Ethinylestradiol (EE) (rot) und B)
Etonogestrel (ENG) (blau) in verschiedenen Medien ohne und mit SDS-Zusatz (MW + S.D.,
n = 6); AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, PBS:
saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Die experimentell bestimmten Sattigungsldslichkeiten von EE und ENG lagen in AB
und in VFS+G fir den jeweiligen Wirkstoff in einem ahnlichen Bereich (EE ~ 12 pg/mL,
ENG ~ 6 pg/mL), wobei EE besser l6slich war als ENG. Eine deutlich bessere Loslichkeit
von EE und ENG wurde durch einen Zusatz von 0,5 % SDS erzielt und unterschied sich
nach SDS-Zusatz kaum in Acetatpuffer und VFS+G. Die Sattigungsldslichkeit in PBS mit
einem Zusatz von 0,5 % SDS (EE ~ 357 pg/mL, ENG ~ 231 pg/mL) war etwas geringer
als in AB (EE ~ 404 pg/mL, ENG ~ 247 pg/mL) und VFS+G mit gleichem Tensidzusatz
(EE ~ 407 pg/mL, ENG ~ 268 pg/mL).

3.2 Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen

Im Anschluss an die Ldslichkeitsbestimmungen wurde die Wirkstofffreisetzung aus
der intramuskular zu applizierenden MPA-haltigen und den LNGB-haltigen Injektions-

suspensionen bestimmit.

Als erstes wurde die Wirkstofffreisetzung aus der MPA-haltigen Injektionssuspension
mit der Methode, welche die FDA in der Dissolution Methods Database empfiehlt,
bestimmt. Um einen ersten Eindruck tber das Verhalten der Wirkstofffreisetzung aus
den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen zu bekommen, wurden auch diese vier

Formulierungen mit der Methode fur die MPA-haltige Suspension, welche in der FDA
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Dissolution Methods Database empfohlen wird, getestet. In Abbildung 20 sind die

Ergebnisse dieser Untersuchungen graphisch dargestellt.
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Abbildung 20: Wirkstofffreisetzung der MPA-haltigen Injektionssuspension (Depo-Clinovir®) (A) und den
vier LNGB-haltigen Injektionssuspensionen (B) in 900 mL einer 0,35 % wassrigen SDS-
Lésung bei 50 rpm und 37,0 °C in der USP 2-Apparatur (MW £ S.D., n=3); MPA:
Medroxyprogesteronacetat; LNGB: Levonorgestrelbutanoat, SDS: Natriumdodecylsulfat.
Die Wirkstofffreisetzung aus der MPA-haltigen Injektionssuspension erreichte nach
wenigen Minuten ein Plateau von ca. 80 %, jedoch wurde nach 48 h keine vollstandige
Freisetzung erreicht (~ 83 %). Die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen
Suspensionen mit den sehr kleinen und kleinen Partikeln erfolgte in der 0,35 %-igen
wassrigen SDS-Ldsung vollstandig (= 95 %) und war nach 48 h abgeschlossen. Fir die
Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit den mittleren und groRen LNGB-
Partikeln konnte eine Zunahme der Wirkstofffreisetzung zwischen 24 h (~ 58 % bzw.
~52%) und 48h (~68% bzw. ~69 %) beobachtet werden. Die Zunahme der
Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit den mittleren und groRen LNGB-
Partikeln ist jedoch auf die geringe Tensidkonzentration zuriickzufuhren, da unter diesen
Versuchsbedingungen keine Sink-Bedingungen fir LNGB und MPA eingehalten werden
konnten.

Aufgrund der langen Testdauer und den unzureichenden Sink-Bedingungen fur die
LNGB-haltigen Injektionssuspensionen, wurde eine eigene und fur die LNGB-
Suspensionen optimierte Methode zur Prifung der Wirkstofffreisetzung mit der USP 2-
Apparatur entwickelt. Um eine mdglichst optimale Methode entwickeln zu kdnnen,
wurden verschiedene Parameter, wie z.B. die SDS-Konzentration, die
Umdrehungsgeschwindigkeit und die Testtemperatur, in einzelnen Testreihen variiert
und deren Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Suspensionen

untersucht.

In den vorangegangenen Ldslichkeitsuntersuchungen wurde der Einfluss

verschiedener Tenside (Tween®80 und SDS) und Tensidkonzentrationen auf die
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Sattigungsloslichkeit von LNGB untersucht. Da bereits aus diesen Ergebnissen
hervorging, dass die Loslichkeitserhohung von LNGB unter Verwendung eines SDS-
Zusatzes zu den untersuchten Medien groRer war als unter Zusatz von Tween® 80,
wurde in einer ersten Versuchsreihe zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den
LNGB-haltigen Suspensionen ausschlief3lich mit SDS in verschiedenen Konzentrationen

gearbeitet.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse fir das Screening der Wirkstofffreisetzung mit
unterschiedlichen SDS-Konzentrationen in der USP 2-Apparatur fir die vier
PartikelgréRen der intramuskulér zu applizierenden LNGB-haltigen Injektionssuspension
dargestellt. Anhand der Freisetzungsrate der untersuchten Suspensionen war eine
Unterscheidung zwischen den vier PartikelgréRen bei den unterschiedlichen SDS-
Konzentrationen moglich. Die Suspensionen mit den sehr kleinen und kleinen LNGB-
Partikeln setzten den Wirkstoff vollstandig (= 90 %) nach 1440 min in PBS mit allen
untersuchten SDS-Konzentrationen frei. Die Anderung der Tensidkonzentration zeigte
nur einen geringen Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit der
mittleren LNGB-Partikelgrof3e. Fur einen SDS-Zusatz von 0,35 % konnte eine
Wirkstofffreisetzung von ~63% und fir einen SDS-Zusatz von 1,0% eine
Wirkstofffreisetzung von ~73 % aus der Suspension mit den mittelgroRen LNGB-
Partikeln beobachtet werden. Einen signifikanten Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung
der grol3en LNGB-Partikel hatte die Erhohung des Tensidzusatzes. Wéahrend mit einem
0,35 %-igen Zusatz von SDS maximal eine Wirkstofffreisetzung von ca. ~61 % erreicht
werden konnte, wurde unter Zusatz von 1 % SDS eine Wirkstofffreisetzung von ca.
~80 % erreicht.
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Abbildung 21: Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Suspensionen A: sehr kleine Partikelgrée, B:
kleine PartikelgréRe, C: mittlere Partikelgréf3e und D: groRRe PartikelgroRe in 900 mL PBS
pH 7,40 mit verschiedenen SDS-Konzentrationen in der USP 2-Apparatur bei 75 rpm und
37,0 °C (MW % S.D., n = 3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer,
SDS: Natriumdodecylsulfat.

Der Vergleich der Freisetzungsprofile, welche unter Verwendung von
unterschiedlichen SDS-Konzentrationen erhalten wurden, erfolgte mit Hilfe des
Ahnlichkeitsfaktor f,. Als Referenz fur alle Vergleiche mit dem Ahnlichkeitsfaktor f, wurde
fur die jeweilige Partikelgrof3e die Wirkstofffreisetzung in PBS mit einem SDS-Zusatz von
0,75 %, einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 75 rpm und einer Temperatur von 37 °C
gewahlt und fur die jeweilige Partikelgrof3e bis zum ersten Wert von Uber 85 %
Wirkstofffreisetzung der Referenz in die Berechnung des fr-Faktors einbezogen.
AnschlieBend wurden die jeweiligen Referenzprofile mit den Profilen der
Wirkstofffreisetzung der gleichen Partikelgro3e, welche durch Variation eines
Parameters erhalten wurden, verglichen. Tabelle 12 gibt die Ergebnisse der
Berechnungen des Ahnlichkeitsfaktors firr die verschiedenen Freisetzungsprofile einer
Partikelgré3e in PBS mit unterschiedlichen SDS-Zuséatzen wieder. Laut den Ergebnissen
der Berechnungen der Ahnlichkeitsfaktoren sind nur die Profile der Wirkstofffreisetzung
aus der Suspension mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln in PBS mit einem SDS-Zusatz
von 0,35 % und in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS sowie die Profile in PBS mit
einem Zusatz von 0,5 % SDS und 0,75 % SDS unterschiedlich. Diese Unterschiede
beruhen vor allem auf dem unterschiedlichen Ausmal} der Wirkstofffreisetzung zu

Beginn der Versuche (5 min-60 min, siehe Abbildung 21 A). Fir die restlichen
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PartikelgréRen wurden auch bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen &hnliche
Freisetzungsprofile erhalten, was anhand der Kurvenverlaufe in Abbildung 21 (B-D)

bereits optisch abgeschéatzt werden konnte.

Tabelle 12: Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors fiir die Freisetzungsprofile der LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen unter Verwendung verschiedener SDS-Konzentrationen in
PBS in der USP 2-Apparaur bei 75 rpm und 37,0 °C; LNGB: Levonorgestrelbutanoat, SDS:
Natriumdodecylsulfat, PBS: saliner Phosphatpuffer.

) % Tensid
Partikelgrol3e
0,35 % SDS 0,5 % SDS 1,0 % SDS
sehr klein 47 48 63
klein 55 58 72
mittel 61 72 90
grof3 56 63 69

Die Ergebnisse der ANOVA (siehe Tabelle 35) zeigten signifikante Unterschiede
(P =0,001) fur die MDTs der Suspension mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln in PBS
mit einem SDS-Zusatz von 0,35 % bzw. 0,5 % und der MDT in PBS mit einem 0,75 %-
igen SDS-Zusatz. Fir die Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit den kleinen
LNGB-Partikeln konnten ebenfalls signifikante Unterschiede (P = 0,05) fur die MDTs in
PBS mit einem Zusatz von 0,35 % SDS und 0,5 % SDS im Vergleich zur MDT in PBS
mit 0,75 % SDS beobachtet werden. Fir die MDT der mittleren LNGB-PartikelgroRe
konnten keine signifikanten Unterschiede berechnet werden. Die MDT der Suspension
mit den groRen LNGB-Partikeln in PBS mit einem 0,35 %-igen SDS-Zusatz war
signifikant unterschiedlich (P = 0,001) zu der MDT in PBS mit einem SDS-Zusatz von
0,75% bzw. 1,0 %. Dartber hinaus konnten fiir die grol3en LNGB-Partikel auch
signifikante Unterschiede (P = 0,001) zwischen den MDTs mit einem SDS-Zusatz von
0,5 % und 1,0 % beobachtet werden.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Umdrehungsgeschwindigkeit des
Blattriihrer in der USP 2-Apparatur variiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Anderung
der Umdrehungsgeschwindigkeit wenig Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung aus allen
vier untersuchten LNGB-haltigen Injektionssuspensionen hatte (siehe Abbildung 22). Die
Verringerung bzw. Erh6hung der Umdrehungsgeschwindigkeit hatte keinen Einfluss auf
die Auflosung der sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikel. Bei allen untersuchten
Umdrehungsgeschwindigkeiten wurde fur die Suspensionen mit den sehr kleinen und
kleinen LNGB-Partikeln eine Wirkstofffreisetzung von mindestens 95 % erzielt und es

konnten keine signifikanten Unterschiede fir die Freisetzungsprofile innerhalb einer
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PartikelgréRe gefunden werden. Fiur die LNGB-haltige Suspension mit der mittleren
Partikelgré3e konnte durch eine Erhéhung der Umdrehungs-geschwindigkeit die LNGB-
Freisetzung wéhrend der Testdauer von 1440 min signifikant (P = 0,001) von ~65 %
(50 rpm) auf ~81 % (100 rpm) gesteigert werden (siehe Abbildung 14 C). Der Einfluss
der Umdrehungsgeschwindigkeit auf die MDTs der groRen LNGB-Partikel war nicht
signifikant (siehe Tabelle 36). Zu beachten ist, dass durch die Anderung der
Umdrehungsgeschwindigkeit die Diskriminierfahigkeit der Methode nicht beeinflusst
wurde, d.h. auch bei héheren Umdrehungsgeschwindigkeiten war es moglich zwischen
den vier Partikelgrof3en der untersuchten Suspensionen anhand der Freisetzungsrate zu

unterscheiden.
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Abbildung 22:  Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Injektionssuspensionen A: sehr kleine

Partikelgrol3e, B: kleine Partikelgrof3e, C: mittlere Partikelgrof3e und D: grof3e Partikelgrof3e

in 900 mL PBS pH 7,40 mit einem 0,75 % SDS-Zusatz in der USP 2-Apparatur bei
verschiedenen Umdrehungsgeschwindigkeiten (rpm) und 37,0 °C (MW £ S.D., n=3);

LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Die Ergebnisse der Berechnungen der Ahnlichkeitsfaktoren bestéatigten die
Ahnlichkeit der Freisetzungsprofile der Suspensionen mit den kleinen, mittleren und
grof3en LNGB-Partikeln in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS bei den untersuchten
Umdrehungsgeschwindigkeiten und 37,0 °C (siehe Tabelle 13). Lediglich fur die
Suspensionen mit den sehr kleinen Partikeln sind die Freisetzungsprofile unter
Verwendung des Setups mit 50 rpm und 75 rpm in PBS mit 0,75 %-igen Zusatz von SDS

bei 37,0 °C nicht &hnlich.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors fiir die Freisetzungsprofile aus LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen in PBS und einem Zusatz von 0,75 % SDS in der USP 2-
Apparatur unter Verwendung verschiedener Umdrehungsgeschwindigkeiten (rpm) und 37,0 °C;
LNGB: Levonorgestrelbutanoat, SDS: Natriumdodecylsulfat, PBS: saliner Phosphatpuffer.

Umdrehungsgeschwindigkeit

Partikelgrofle

50 rpm 100 rpm
sehr klein 47 51
klein 70 72
mittel 72 64
grof3 76 93

Die Ergebnisse der ANOVA (siehe Tabelle 36) zeigten lediglich signifikante
Unterschiede (P = 0,001) fur die MDTs der mittleren LNGB-Partikel in PBS mit 0,75 %
SDS bei 37,0 °C und den Umdrehungsgeschwindigkeiten von 50 rpm und 100 rpm.

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss der Zusammensetzung des
Freisetzungsmediums auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-Suspensionen
untersucht. In Abbildung 23 sind die Ergebnisse dieser Testreihe dargestellt. Es wird
deutlich, dass die Zusammensetzung des verwendeten Freisetzungsmediums mit einem
SDS-Zusatz von 0,75 % keinen ausgepragten Einfluss auf die Aufldsung des Wirkstoffs
der sehr kleinen, kleinen und grof3en LNGB-Partikel bei 75 rpm und 37,0 °C hatte. Die
Wirkstofffreisetzung aus der Suspension mit den mittelgro3en LNGB-Partikeln war in
PBS am niedrigsten (~ 72 %) und am héchsten in Wasser und SBF (~ 95 % bzw. 92 %).
Die Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit verschiedenen PartikelgréRen im

selben Medium beeinflusste deren Unterscheidbarkeit nicht.
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Abbildung 23: Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Suspensionen A: sehr kleine PartikelgroRe B:
kleine PartikelgroRe, C: mittlere PartikelgroRe und D: grofRe Partikelgréf3e in verschiedenen
Medien (900 mL) mit einem 0,75 % Zusatz von SDS in der USP 2-Apparatur bei 75 rpm
(MW = S.D., n=3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, SDS: Natriumdodecylsulfat, PBS:
saliner Phosphatpuffer, SBF: Simulated Body Fluid, SMF: Simulated Muscular Fluid, dem.
Wasser: demineralisiertes Wasser.

Die Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors f, zeigten keine Ahnlichkeit
fur die Freisetzungsprofile der Suspensionen mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln in den
verschiedenen Freisetzungsmedien. Diese Unterschiede lassen sich auf das
unterschiedliche Ausmald der Wirkstofffreisetzung aus der Suspension innerhalb der
ersten Probennahmezeitpunkte (5 min-60 min) zuriickfiihren (siehe Abbildung 23 A).
Dariber hinaus bestent nach den Ergebnissen der Berechnungen des
Ahnlichkeitsfaktors keine Ahnlichkeit fiir die Freisetzungsprofile der Suspension mit der
mittleren LNGB-PartikelgréRe in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS und in
demineralisiertem Wasser mit einem Zusatz von 0,75 % SDS in der USP 2-Apparatur
bei 75 rpm und 37,0 °C.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors fiir die Freisetzungsprofile aus LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen unter Verwendung verschiedener Freisetzungsmedien mit
einem Zusatz von 0,75 % SDS; SBF: Simulated Body Fluid, SMF: Simulated Muscular Fluid,
SDS: Natriumdodecylsulfat.

. Medium
PartikelgroflRe
SBF SMF Wasser
sehr klein 43 46 47
klein 75 65 50
mittel 50 60 44
grof3 75 74 88

Die Ergebnisse der ANOVA zeigten keine signifikanten Unterschiede fur die
berechneten MDTs der Wirkstofffreisetzung der Suspensionen mit den sehr kleinen und
den groRen LNGB-Partikeln in den verschiedenen Medien. Signifikante Unterschiede
wurden fur die MDTs aus den Suspensionen mit der kleinen PartikelgréRe zwischen PBS
und SMF gefunden (P = 0,05). Des Weiteren wurden signifikante Unterschiede auch fir
die MDTs aus den Suspensionen der mittelgro3en LNGB-Partikel in den verschiedenen
Medien gefunden (siehe Tabelle 37).

Im Anschluss an die vorangegangenen Versuche wurde der Einfluss der Temperatur
auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-Suspensionen in der USP 2-Apparatur
untersucht. Dazu wurde die Wirkstofffreisetzung der jeweiligen Suspension mit der
bereits etablierten Methode jeweils bei 37,0 °C, 45,0 °C und 50,0 °C bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt. Der Einfluss der Temperatur auf die
Auflésung war fir die sehr kleinen und kleinen Partikel im Vergleich zu den mittleren und
groBen LNGB-Partikeln geringer. Bei den sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikeln
fuhrte die Temperaturerhbhung zu einer schnelleren vollstandigen Freisetzung (siehe
Abbildung 24 A und B). Im Gegensatz dazu fiihrte die Temperaturerh6hung bei den
mittleren und grof3en LNGB-Partikeln zu einer insgesamt héheren Freisetzungsrate und
nahezu vollstandigen Auflésung (~ 100 %), welche in Gegenwart von 37 °C nicht erreicht
werden konnte (~ 70 %) (siehe Abbildung 24 C und D).
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Abbildung 24: Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Suspensionen A: sehr kleine PartikelgréRe, B:

kleine PartikelgroRRe, C: mittlere PartikelgrofRe und D: groRRe PartikelgréRe in 900 mL PBS
mit einem 0,75 % Zusatz von SDS in der USP 2-Apparatur bei 37,0 °C, 45,0 °C und 50,0 °C
und 75rpm (MW £S.D., n=3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner
Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Fur alle PartikelgroRen zeigte sich eine Ahnlichkeit der Freisetzungsprofile in PBS mit
einem Zusatz von 0,75 % SDS zwischen 37 °C und 45 °C, jedoch nicht fur die bei 37 °C
und 50 °C erhaltenen Freisetzungsprofile. Die Ergebnisse der ANOVA zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den MDTs der Suspensionen mit den kleinen Partikeln bei 37 °C
und 50 °C, sowie fiur die MDTs der LNGB-Suspensionen mit der mittleren Partikelgrof3e
bei allen drei untersuchten Temperaturen (siehe Tabelle 38). Die Ergebnisse der

keine Ahnlichkeit fur die
50 °C im Vergleich zu den
Referenzprofilen, welche bei 37,0 °C erhalten wurden (siehe Tabelle 15).

Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors f, ergaben

Freisetzungsprofile aller vier PartikelgréRen bei
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Tabelle 15: Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors fiir die Freisetzungsprofile aus LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen in 900 mL PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS in der
USP 2-Apparatur unter Verwendung verschiedener Testtemperaturen bei 75 rpm; LNGB:
Levonorgestrelbutanoat, SDS: Natriumdodecylsulfat, PBS: saliner Phosphatpuffer.

) Temperatur
Partikelgrofle
45 °C 50 °C
sehr klein 57 34
klein 51 35
mittel 42 32
grof3 55 30

Um die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen besser
hinsichtlich deren In-vitro-Aufldsung beurteilen zu kénnen, wurde auch die MPA-haltige
Injektionssuspension mit der eigenen entwickelten Methode untersucht. Dabei wurden
900 mL PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS als Freisetzungsmedium und eine
Umdrehungsgeschwindigkeit von 75 rpm bei 37,0 °C als vielversprechendes Setup in
Bezug auf alle durchgefiihrten Versuche gewahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25

dargestellt.
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Abbildung 25: Wirkstofffreisetzung aus Depo-Clinovir® und den vier LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen in 900 mL in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS in der USP 2-

Apparatur bei 75 rpm und 37,0 °C (MW + S.D., n = 3); MPA: Medroxyprogesteronacetat;

LNGB: Levonorgestrelbutanoat; PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Wurde PBS pH 7,40 mit einem 0,75 %-igen Zusatz von SDS anstatt der 0,35 %-igen
wassrigen SDS-Losung eingesetzt, konnte eine vollstdndige Wirkstofffreisetzung
(~ 110 %) aus der MPA-haltigen Injektionssuspension (Depo-Clinovir®) beobachtet
werden. Die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen
erreichte fir die Suspensionen mit den sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikeln schnell
ein Plateau und nach 1440 min hatten sich die LNGB-Partikel vollstandig aufgelost.

Unter Verwendung der Methode, welche von der FDA Dissolution Methods Database fur
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die MPA-haltigen Injektionssuspensionen empfohlen wird, wurde eine vollstandige
Wirkstofffreisetzung fur die LNGB-Suspensionen mit den sehr kleinen und kleinen
Partikeln erst nach 2880 min erreicht (siehe Abbildung 20).

Die Dissolution Methods Database der FDA beschreibt fir die MPA-haltige
intramuskulare Injektionssuspension auch eine Methode zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung mit der Durchflusszelle (25). In Anlehnung daran wurde fir die
LNGB-haltigen Injektionssuspensionen eine weitere Methode zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung mit Hilfe der Durchflusszelle entwickelt (siehe Tabelle 6). Auf eine
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus der MPA-haltigen Injektionssuspension mit der
Durchflusszelle und dem empfohlenen Setup wurde aufgrund fehlender Informationen
zur Bestlckung des Filterkopfes verzichtet. Die Testdauer fir die MPA-haltige
Injektionssuspension soll laut Dissolution Methods Database 90 min betragen. Da aus
den vorherigen Untersuchungen der LNGB-haltigen Formulierungen in der USP 2-
Apparatur bereits bekannt war, dass diese sich langsamer als die MPA-haltige
Injektionssuspension auflésen, wurde die Testdauer auf einen Zeitraum von insgesamt
240 min ausgedehnt. Um den Einfluss der Flussrate auf die Auflésung der LNGB-Partikel
zu bestimmen, wurden zunachst zwei Flussraten unter Anwendung des offenen Systems
untersucht (10 mL/min bzw. 20 mL/min). In Abbildung 26 sind die Ergebnisse der
Untersuchung der Wirkstofffreisetzung in der Durchflusszelle im offenen System

dargestellt.
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Abbildung 26: Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Suspensionen A: sehr kleine PartikelgréRe, B:
kleine PartikelgroRRe, C:mittlere Partikelgrof3e und D: grof3e Partikelgré3e bei verschiedenen
Flussraten unter Verwendung von PBS mit 0,75 %-igen Zusatz von SDS im offenen System
der Durchflusszelle bei 37,0 °C (MW * S.D., n = 3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS:
saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Die LNGB-Wirkstofffreisetzung aus den vier Suspensionen war nach 240 min (4 h)
bei allen untersuchten LNGB-Formulierungen im offenen System der Durchflusszelle
unvollsténdig. Der Trend, dass sich die sehr kleinen und die kleinen LNGB-Partikel
schneller auflosen als die mittleren und groRen LNGB-Partikel, konnte auch in diesem
System beobachtet werden. Ein durch die verwendete Flussrate bedingter Unterschied
in der Wirkstofffreisetzung zeigte sich in diesem Fall lediglich bei den
Freisetzungsprofilen fur die Suspension mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln
(20 mL/min ~ 70 %, 20 mL/min ~ 82 %), wahrend die Flussrate keinen Einfluss auf die
Freisetzung aus den Suspensionen mit den kleinen, den mittelgroRen und den grofRen
LNGB-Partikeln hatte. Trotz dichter Packung der verwendeten Filtermaterialien im
Filterkopf der Durchflusszelle wiesen die ersten gesammelten Fraktionen vor allem bei
den sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikeln eine Triibung auf. Dies deutet auf einen
maoglichen Wirkstoffverlust hin und kdnnte eine Erklarung fir die unvollstandige
Wirkstofffreisetzung sein. Ein Vergleich der freigesetzten Wirkstoffmengen nach 240 min
im offenen System der Durchflusszelle mit den Ergebnissen fiir die entsprechenden
Formulierungen aus den Experimenten mit der USP 2-Apparatur indiziert fur beide

Freisetzungsmethoden ahnliche freigesetzte Mengen an LNGB fur die jeweiligen
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PartikelgréRen. Um einen mdglichen Wirkstoffverlust wahrend der Bestimmung der
Freisetzung zu verringern, wurde die Durchflusszelle in allen folgenden Versuchen im
geschlossenen System betrieben. Die Ergebnisse der Wirkstofffreisetzung der LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen bei zwei Flussraten im geschlossenen System sind in
Abbildung 27 dargestellit.
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Abbildung 27:  Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Suspensionen A: sehr kleine PartikelgréRe, B:

kleine PartikelgréRe, C: mittlere PartikelgérBe und D: groRBe PartikelgroRe bei
verschiedenen Flussraten unter Verwendung von 900 mL PBS mit einem 0,75 %-igen
Zusatz von SDS im geschlossenen System der Durchflusszelle bei 37,0 °C (MW + S.D.,
n=3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

In diesen Versuchen bestatigte sich der Trend, der auch in der USP 2-Apparatur
beobachtet wurde. Nach 24 h war die Freisetzung aus den Suspensionen mit den sehr
kleinen und kleinen LNGB-Partikeln im geschlossenen System der Durchflusszelle
vollstéandig (= 90 %).

PartikelgréRen wurden unvollstandig freigesetzt (mittlere PartikelgroRe ~ 71 % bzw.

Die LNGB-Suspensionen mit den mittleren und grofRen

~82 %, grol3e PartikelgréRe ~ 52 % bzw. ~60 %). Bei gleicher Flussrate wurden fir die
individuellen PartikelgroRen nach 240 min ahnliche Werte fur die Wirkstofffreisetzung
aus den Suspensionen derselben PartikelgroRe wie bei der Verwendung der
Durchflusszelle im offenen System und derselben Flussrate erhalten. AnschlieRend
wurde unter Nutzung des geschlossenen Systems der Durchflusszelle der Einfluss der
Temperatur auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen

bei zwei Flussraten untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 28-29
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dargestellt. Bei einer Flussrate von 10 mL/min fUhrte eine Erhéhung der Temperatur vor
allem in den ersten 120 min fur die Injektionssuspension mit den sehr kleinen und kleinen
LNGB-Partikeln
Wirkstofffreisetzung nach 120 min. Bei einer Flussrate von 20 mL/min wurde der Einfluss

zu einer schnelleren Auflosung und damit einer ho6heren

der Temperatur in den ersten 120 min noch deutlicher (siehe Abbildung 29 A und B).
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Abbildung 28: Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen Injektionssuspensionen A: sehr kleine

Partikelgrof3e, B: kleine Partikelgréf3e, C: mittlere Partikelgrof3e und D: grof3e PartikelgrofRe
in 900 mL PBS mit einem 0,75 %-igen Zusatz von SDS bei einer Flussrate von 10 mL/min
und verschiedenen Temperaturen im geschlossenen System der Durchflusszelle
(MW = S.D., n=3; LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Lediglich fur die Wirkstofffreisetzung aus den Injektionssuspensionen mit den grof3en
LNGB-Partikeln  wurden 1440 min

Freisetzungsprofile bei verschiedenen Temperaturen ermittelt.

Uber den Zeitraum von unterschiedliche

AnschlieBend wurden die Ahnlichkeitsfaktoren fiir die Freisetzungsprofile, welche
unter den verschiedenen Testbedingungen erhalten wurden, berechnet. Als Referenz
wurde das jeweilige Freisetzungsprofil der Suspension der entsprechenden
PartikelgroRe bei 37 °C und 20 mL/min aufgrund der Ahnlichkeit zu dem jeweiligen
Freisetzungsprofil, welches in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS in der USP 2-
Apparatur bei 75 rpm und 37,0 °C erhalten wurden, festgelegt. Fir den Datensatz der
jeweiligen Referenzsuspension wurden die Ergebnisse der Freisetzungsprofile bis zum

ersten Wert der Freisetzung der = 85 % war mit in die Berechnung einbezogen.

60



Ergebnisse

>

Wirkstofffreisetzung (%)

Wirkstofffreisetzung (%)

Abbildung 29: Wirkstofffreisetzung aus
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Injektionssuspensionen A: sehr kleine

PartikelgrofRe, B: kleine PartikelgroRe, C: mittlere PartikelgrofRe und D: groRe PartikelgrofRe
in 900 mL PBS mit einem 0,75 %-igen Zusatz von SDS bei einer Flussrate von 20 mL/min

und verschiedenen Temperaturen

im geschlossenen System der Durchflusszelle

(MW = S.D., n=3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:

Natriumdodecylsulfat.

keine der untersuchten

konnte eine Ahnlichkeit der

PartikelgroRen

Freisetzungsprofile bei einer Flussrate von 20 mL/min und 50,0 °C im Vergleich zu den

Freisetzungsprofilen bei 20 mL/min und 37,0 °C gefunden werden (siehe Tabelle 16).

Fur die Suspensionen mit den sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikeln konnte auch

keine Ahnlichkeit der Freisetzungsprofile unter Verwendung einer Flussrate von
10 mL/min und 50,0 °C sowie von 20 mL/min und 45,0 °C beobachtet werden.

Tabelle 16: Ergebnisse der Berechnung des Ahnlichkeitsfaktors fiir die Freisetzungsprofile aus LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen in 900 mL PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS unter
Verwendung verschiedener Testtemperaturen im geschlossenen System der Durchflusszelle;
LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Temperatur und Flussrate

Partikel-
groRke 37 °C, 45 °C, 50 °C, 45 °C, 50 °C,
10 mL/min 10 mL/min 10 mL/min 20 mL/min 20 mL/min
sehr klein 64 59 31 44 41
klein 74 51 39 41 30
mittel 61 67 63 53 46
grofid 72 57 42 50 39
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3.3 Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen

In Abbildung 30 ist die tagliche Wirkstofffreisetzung von EE und ENG aus dem
NuvaRing® in 100 mL Acetatpuffer bei 37,0 ° und 130 rpm dargestellt (103). Diese
Freisetzungsprofile wurden bereits verdffentlicht und sind das Resultat einer typischen
Methode, welche zu Qualitatskontrollzwecken eingesetzt wird (103). In diesem Setup zur
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® lieR sich nur ein sehr geringer
burst release fur EE (~25 pg) und ENG (~180 pg) erkennen. Nach den ersten 24 h nach
Beginn der Wirkstofffreisetzungsuntersuchung schloss sich eine leicht abnehmende
Freisetzung fur beide Wirkstoffe an. Im Mittel wurden taglich ~17 pg EE und ~123 pug

ENG aus dem NuvaRing® in das umgebende Medium freigesetzt.
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Abbildung 30: Téaglich freigesetzte Wirkstoffmenge aus dem NuvaRing® in 100 mL Acetatpuffer unter
Verwendung einer Shake-flask-Methode bei 37,0 °C und 130 rpm (Mittelwert aus n = 3), EE:
Ethinylestradiol, ENG: Etonogestrel, modifiziert nach (103).

Um spater die Daten aus den bereits angesprochenen In-vivo-Studien (108, 109) mit
In-vitro-Freisetzungsdaten im Rahmen einer IVIVC korrelieren zu kénnen bzw. die In-
vitro-Daten einer Shake-flask-Methode mit den Freisetzungsdaten, welche mit dem neu
entwickelten Freisetzungsmodell erhalten wurden, vergleichen zu kénnen, wurde die
Wirkstofffreisetzung beider Vaginalringformulierungen mit der in Abschnitt 2.2.2.2
beschriebenen modifizierten Shake-flask-Methode bestimmt. Die in dieser Arbeit
verwendete modifizierte Shake-flask-Methode wurde im Vergleich zu der typischen
Shake-flask-Methode, welche fir die Erhebung der Daten, die in Abbildung 30 dargestellt
sind, genutzt wurde, hinsichtlich der Probennahmezeitpunkte (siehe Abbildung 15) und

des verwendeten Freisetzungsmediums (siehe Tabelle 4) modifiziert.

In einer ersten eigenen Versuchsreihe wurde die Wirkstofffreisetzung aus dem
NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in 100 mL AB pH 4,20 mit einem Zusatz von 0,5 %
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SDS bei 65 rpm mit der modifizierten Shake-flask-Methode bestimmt. Die Probennahme
erfolgte zu den Zeitpunkten der bisher nicht publizierten klinischen NuvaRing®-Studie
(siehe Abbildung 15). Parallel dazu wurde in diesem Versuch auch die Quellung (siehe
Formel 1) des jeweiligen Rings zum jeweiligen Probennahmezeitpunkt bestimmt. Die
Ergebnisse fir die tagliche und kumulative Wirkstofffreisetzung fir EE (A und C) und
ENG (B und D) sind in Abbildung 31 dargestellit.
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Abbildung 31:  Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in 100 mL AB pH 4,20
mit einem Zusatz von 0,5 % SDS unter Verwendung der modifizierten Shake-flask-
Methode bei 37,0 °C und 65 rpm: taglich freigesetzte Menge von Ethinylestradiol (EE) (A)
und Etonogestrel (B), kumulativ freigesetzte Menge von EE (C) und ENG (D), (MW aus
n = 3), - - - prasentiert die vom Hersteller deklarierte Freisetzung pro Tag (A und B), x
prasentiert die theoretisch nach 21 d insgesamt freigesetzte Menge bezogen auf die
tagliche Freisetzung (C und D); AB: Acetatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Unter Verwendung der modifizierten Shake-flask-Methode und AB pH 4,20 mit
Tensidzusatz als Freisetzungsmedium erreichten der NuvaRing® und der Cyclelle®-Ring
die deklarierten Werte (15 pg) fur die taglich freigesetzte Menge von EE. Die taglich aus
dem Cyclelle®-Ring freigesetzte ENG-Menge lag geringfligig Uber der deklarierten
taglich freigesetzten Menge von 120 ug. Ein ahnlicher Trend konnte in der kumulativ
freigesetzten ENG-Menge beobachtet werden. Wahrend mit dem NuvaRing® der
theoretische Wert der kumulativ freigesetzten ENG-Menge nach 21 d nur geringfugig
Uberschritten wurde, lag der experimentell bestimmte ENG-Wert fir den Cyclelle®-Ring
deutlich dartiber. Fir EE wurde eine etwas hohere kumulativ freigesetzte Menge fir den

Cyclelle®-Ring beobachtet. Dennoch konnten sowohl mit dem NuvaRing® als auch mit
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dem Cyclelle®-Ring mit dem theoretischen Wert vergleichbare kumulativ freigesetzte EE-
Mengen nach 21 d erzielt werden. Der burst release des NuvaRings® war geringer
(~ 23 pg EE und ~ 183 pug ENG) verglichen mit dem des Cyclelle®-Rings (~ 32 ug EE
und ~ 279 ug ENG).

Fur den NuvaRing® konnte im Mittel eine geringe Quellung von 0,5 % + 0,09 % (n = 3)
fur einen Zeitraum von 21 d beobachtet werden. Der Cyclelle®-Ring hingegen erreichte
das Maximum der Quellung nach 3d (1,27 % £ 0,05 %, n = 3), in den nachfolgenden
Tagen nahm der Quellungszustand kontinuierlich wieder ab und erreichte nach 21 d
einen Wert von 0,98 % + 0,08 % (n = 3).

In einer weiteren Versuchsreihe mit der modifizierten Shake-flask-Methode wurde
VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS als Freisetzungsmedium verwendet. VFS+G
ahnelt dem humanen Vaginalfluid hinsichtlich der Zusammensetzung, dem pH-Wert, der
Osmolalitdt und der lonenstarke (83). Neben der Verwendung eines anderen
Freisetzungsmediums (VFS+G anstelle von AB) wurden in dieser Versuchsreihe mit der
modifizierten Shake-flask-Methode auch die bisherigen Probennahmezeitpunkte um die
Zeitpunkte der Aliquotentnahme erganzt (siehe Abbildung 15). Die Ergebnisse der
Versuchsreihe sind in Abbildung 32 dargestellit.

Die tagliche Wirkstofffreisetzung von EE und ENG in VFS+G mit einem Zusatz von
0,5% SDS lag fur den Untersuchungszeitraum Uuber der deklarierten taglich
freigesetzten Menge beider Wirkstoffe. Die Werte des burst release blieben fir beide
Wirkstoffe in einem im Vergleich zur modifizierten Shake-flask-Methode mit AB als
Freisetzungsmedium &hnlichen Bereich (~25pug EE und ~200 ug ENG fir den
NuvaRing® und ~35 pg EE und ~ 275 pg fur den Cyclelle®-Ring). Da sowohl aus dem
NuvaRing® als auch aus dem Cyclelle®-Ring taglich mehr EE und ENG freigesetzt
wurden, als es der Deklaration entsprach, resultierten deutlich hdéhere kumulativ
freigesetzte Mengen an EE und ENG im Vergleich zu den theoretisch berechneten
Werten. Dariiber hinaus ist in den Profilen der kumulativen Freisetzung eine Anderung
des Anstiegs nach sieben Tagen zu erkennen. Dies ist vermutlich eine Folge des
veranderten Probennahmeintervalls. Bis zum Zeitpunkt von sieben Tagen erfolgte eine
tagliche Probennahme (entweder als Aliquot oder als kompletter Tausch), danach
erfolgte die Probennahme nur noch im Abstand von zwei Tagen, wodurch die
Freisetzungsrate etwas abnahm. Ahnlich wie in der Versuchsreihe mit AB wurde eine
geringere Quellung des NuvaRings® (0,19 % + 0,01 %, n=3) im Vergleich zum
Cyclelle®-Ring (0,92 % + 0,11 %, n=3) nach 21d beobachtet. Der Cyclelle®-Ring
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erreichte auch in dem Versuch mit VFS+G das Maximum der Quellung nach 3d
(2,25 % + 0,06 %, n = 3).
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Abbildung 32:  Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in 100 mL VFS+G mit
einem Zusatz von 0,5% SDS mit adaptierten Probennahmezeitpunkten unter
Verwendung einer modifizierten Shake-flask-Methode bei 37,0 °C und 65 rpm; téglich
freigesetzte Menge von Ethinylestradiol (EE) (A) und Etonogestrel (B), kumulativ
freigesetzte Menge von EE (C) und ENG (D), (MW, n =3), - - - prasentiert die vom
Hersteller deklarierte Freisetzung pro Tag (A und B), x prasentiert die theoretisch nach
21 d insgesamt freigesetzte Menge bezogen auf die tagliche Freisetzung (C und D);
VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Die Bestimmung der Adsorption von EE und ENG an Polymer-Filamente wurde
untersucht, da diese fiir die Entwicklung eines neuen Freisetzungsmodelles, welches

ggf. mit dem 3D-Druckverfahren gefertigt werden sollte, in Betracht gezogen wurde.

Zu Beginn der Entwicklung sollten verschiedene fur den 3D-Druck geeignete
Polymere hinsichtlich ihrer Wirkstoffadsorption charakterisiert werden. In einer ersten
Versuchsreihe wurde die Adsorption von EE und ENG an ein kommerziell erhaltliches
Polylactid-Filament  (PLA-Filament) untersucht. In Abbildung 33 sind die

wiedergefundenen EE- und ENG-Mengen in Prozent dargestellt.
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Abbildung 33: Ergebnisse der Adsorptionsbestimmung dargestellt als prozentuale Wiederfindung bezogen
auf die Konzentration der Stammlosung (SL) von Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel

(ENG) an ein Polylactid-Filament nach Inkubation (MW = S.D., n = 3).
Durch die Bestimmung der Adsorption von EE und ENG an das untersuchte PLA-
Filament konnte gezeigt werden, dass sich das PLA-Filament als Material fir den 3D-

Druck des Freisetzungsmodells eignet.

In dem neu entwickelten Modell zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung von
Vaginalringen sollte ein Kompartiment zur Simulation der Vaginalwand eingebracht
werden. Ein formstabiles und fur die Wirkstoffdiffusion zugéangliches Gel schien fir
diesen Zweck am geeignetsten zu sein. Zunachst wurde eine Auswahl an vier
Gelzusammensetzungen getroffen. Anschlie3end wurden die Verteilungskoeffizienten
von EE und ENG zwischen dem entsprechenden Gel und der wassrigen Phase, welche
die Wirkstoffe enthielt bzw. in die Gelkérper eingebracht wurden, untersucht. Dies
erfolgte zu Beginn mit einer Testreihe von 2 %-igen Agarose-Gelkdrpern und
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gelkorpern in AB ohne Tensidzusatz Uber einen
Zeitraum von 1d, 3d, 5d und 7d. Dabei wurde keine Anderung des
Verteilungskoeffizienten bei langerer Inkubation im Vergleich zu einem Tag beobachtet.
Die weiteren Versuche zur Bestimmung der Verteilungskoeffizienten wurden darauf
aufbauend Uber einen Zeitraum von 3 d durchgefihrt, um die Einstellung eines
Gleichgewichts zu gewéhrleisten. Zusatzlich wurde wahrend dieser Versuchsreihe auch
das Quellungsvermdgen der entsprechenden Gele evaluiert. Dazu wurde vor Beginn der
Versuche die Ausgangsmasse des jeweiligen Gelkdrpers bestimmt. Nach Versuchsende
wurde der Gelkérper vorsichtig von anhaftendem Medium befreit, um anschliel3end
erneut die Masse bestimmen zu kdnnen. Basierend auf den Daten der Wagung wurde

das Quellungsvermdgen des entsprechenden Gelmaterials bestimmt (siehe Formel 1).
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Exemplarisch  werden in  Abbildung 34 die experimentell bestimmten
Verteilungskoeffizienten zwischen den untersuchten Gelkomponenten (Zusammen-
setzung siehe Tabelle 7) und AB bzw. VFS+G ohne Tensidzusatz dargestellt.
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Abbildung 34: Experimentell bestimmte Verteilungskoeffizienten (VK) von Ethinylestradiol (EE) (A) und
Etonogestrel (ENG) (B) zwischen einem nicht-hydrophobisierten (m/m) bzw.
hydrophobisierten (N/N) 2 %-igen Agarose-Gel und AB bzw. VFS+G bei 37,0 °C und
65 rpm im Inkubationsschuttler, (MW £ S.D., n = 6); AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-
simulierendes Medium mit Glucose.

Eine Hydrophobisierung der 2 %-igen Agarose-Gele resultierte in einem ca. vierfach
hoéheren Verteilungskoeffizienten fir EE und einem ca. dreifach hoheren
Verteilungskoeffizienten fir ENG. Das bedeutet, dass sowohl EE als auch ENG ein
starkeres Bestreben haben, in das Gel zu diffundieren. Ein &hnliches Bestreben wurde
auch unter Verwendung der PAA-Gele beobachtet (Abbildung 35). Auch unter der
Verwendung eines PAA-Gels fiihrte die Hydrophobisierung mit Lipofundin® MCT 20 zu
einer steigenden Verteilung der Wirkstoffe in das Gel. Ein Vergleich der
Verteilungskoeffizienten der Gele untereinander verdeutlicht, dass in den nicht-
hydrophobisierten Gelen fir beide Wirkstoffe eine bessere Verteilung in das PAA-Gel
erfolgte. Unter Verwendung der hydrophobisierten Gele lasst sich diese Tendenz nicht
so deutlich erkennen. Dariber hinaus zeigte die Verwendung der verschieden
zusammengesetzten Puffer nur einen sehr geringen Einfluss auf die

Verteilungskoeffizienten.
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Abbildung 35: Experimentell bestimmte Verteilungskoeffizienten (VK) von Ethinylestradiol (EE) (A) und
Etonogestrel (ENG) (B) zwischen einem nicht-hydrophobisierten (m/m) bzw.
hydrophobisierten (N/N) Polyacrylamid-Gel und AB bzw. VFS+G bei 37,0 °C und 65 rpm
im Inkubationsschiittler, (MW = S.D., n=6); AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-
simulierendes Medium mit Glucose.

Wahrend der dreitagigen Inkubation der kugelférmigen Gelkdrper in den
entsprechenden Medien wurde fiir die 2 %-igen Agarose-Gele eine Quellung von
maximal 0,75 % beobachtet. Ein wesentlich hdheres Quellungsvermégen wiesen die
PAA-Gele auf. Sowohl bei den normalen PAA-Gelen als auch bei den hydrophobisierten

PAA-Gelen wurde im Mittel eine Quellung von 40 % beobachtet.

In dem neu entwickelten Freisetzungsmodell sollte das Permeationskompartiment
Uber den Untersuchungszeitraum von 21 d stabil sein, die Permeation von EE und ENG
in die anderen Kompartimente ermdéglichen und die Wirkstofffreisetzung aus den
Vaginalringen nicht beeinflussen. Ein hohes Quellungsvermégen, wie z.B. das von den
untersuchten PAA-Gelen, wirde beiden Kompartimenten Freisetzungsmedium
entziehen, welches dadurch wiederum nicht fir die Wirkstofffreisetzung zur Verfiigung
stehen wirde. Aus diesem Grund wurden die weiteren Bestimmungen der
Verteilungskoeffizienten von EE und ENG zwischen Gel und Freisetzungsmedium nur
mit den 2 %-igen Agarose-Gelen weitergefuihrt. Weiterhin sollte in dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell mit geringen und moglichst physiologisch relevanten Volumina
gearbeitet werden. Aufgrund der geringen Ldslichkeit von EE und ENG in den
untersuchten Medien wurde der Zusatz von SDS zum Freisetzungsmedium notwendig.
Die Ergebnisse der Bestimmung der Verteilungskoeffizienten fir EE und ENG zwischen
den 2 %-igen Agarose-Gelen und den Vaginalfluid-simulierenden Medien mit
Tensidzusatz sind in Abbildung 36 dargestellt. Durch den SDS-Zusatz nahm der
Verteilungskoeffizient fur die hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele deutlich ab. Die
Erhohung des SDS-Zusatzes von 0,3 % auf 0,5 % fuhrte zu einer weiteren, wenn auch
geringeren Abnahme des Verteilungskoeffizienten fir beide Wirkstoffe. Bei der

Verwendung der nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele und AB fiihrte der
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Tensidzusatz hingegen zu einer leichten Erhéhung des Verteilungskoeffizienten fir
beide Wirkstoffe. Dennoch wurden kleinere Verteilungskoeffizienten fur die nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele im Vergleich zu den hydrophobisierten 2 %-

igen Agarose-Gele bestimmt.
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Abbildung 36: Experimentell bestimmte Verteilungskoeffizienten (VK) von Ethinylestradiol (EE) (A) und
Etonogestrel (ENG) (B) zwischen einem nicht-hydrophobisierten (m/m) bzw.
hydrophobisierten (N/N) 2 %-igen Agarose-Gel und AB mit einem SDS-Zusatz von 0,3 %
bzw. 0,5 % bei 37,0 °C und 65 rpm im Inkubationsschittler, (MW £ S.D., n=6); AB:
Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Neben der Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von EE und ENG in die
Gelkorper mit unterschiedlicher Zusammensetzung wurde ebenfalls die Diffusion von EE
und ENG aus den Gelkérpern in das umgebende Medium untersucht. Dazu wurden die
verwendeten nicht-hydrophobisierten und hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele mit
zwei verschiedenen EE- und ENG-Beladungen hergestellt. Die Herstellung der Globuli
erfolgte dementsprechend aus einer EE-und ENG-haltigen wassrigen Stammldsung
(Beladung 1: 0,97 pug EE und 11,6 pg ENG, Beladung 2: 1,95 ug EE und 23,3 ug ENG).
In Abbildung 37 sind die Ergebnisse fir die Diffusion von EE und ENG aus den Agarose-

Globuli in das umgebende Medium dargestellt.
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Abbildung 37: Ergebnisse der Untersuchung der Diffusion aus wirkstoffhaltigen Globuli in das umgebende
Medium. Dargestellt sind die theoretischen Beladungen eines Globulum in pg und die aus
den Agarose-Globuli extrahierten Wirkstoffmengen an A) Ethinylestradiol (EE) und B)
Etonogestrel (ENG) nach dreitagiger Inkubation bei 37,0 °C und 65 rpm aus einem nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel (Ag) (m/m) und einem hydrophobisierten 2 %-igen
Agarose-Gel (AgL) (N/N),(MW £ S.D., n = 3).

Sowohl unter Beladung 1 als auch unter Beladung 2 diffundierten EE und ENG aus
den Agarose-Gel-Globuli in das umgebende Medium. Die Diffusion von EE und ENG
aus den geringer beladenen Globuli erfolgte fur beide Wirkstoffe in einem &ahnlichen
Ausmald unabhangig von der Gel-Grundlage (nicht-hydrophobisiert vs. hydrophobisiert).
Wurden die Agarose-Gel-Globuli mit der zweifachen Menge an EE und ENG beladen
(Beladung 2), erfolgte ebenfalls die Diffusion aus der Gelgrundlage in das umgebende
Medium. Die EE- und ENG-Menge, welche nach dreitagiger Inkubation der zweifach
beladenden Agarose-Gel-Globuli noch im Gel wiedergefunden wurde, war ahnlich zu der
wiedergefundenen EE- und ENG-Menge der extrahierten einfach beladenen Agarose-
Gel-Globuli (siehe Abbildung 37). Signifikante Unterschiede fiir die EE-Menge, welche
nach Versuchsende aus den Globuli extrahiert werden konnte, konnten zwischen den
einfach beladenen nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli und den zweifach
beladenen hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli (P = 0,01) sowie zwischen den
einfach beladenen hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli und den zweifach
beladenen hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli (P = 0,05) gefunden werden.
Fur die extrahierte ENG-Menge konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
einfach beladenen hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli und den zweifach
beladenen nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Globuli gefunden werden
(P = 0,05). Weiterhin wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen der in der flissigen
Phase gefundenen EE- und ENG-Menge und dem aus dem Agarose-Gel-Globuli

herausdiffundierten Wirkstoffanteil gefunden.

Zur Uberpriifung der Stabilitat und Integritat des Gelkompartiments wurden aufgrund

der Ergebnisse des Quellungsvermogens und der Verteilungskoeffizienten nur die nicht-

70



Ergebnisse

hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele verwendet. Die zylindrischen Gelkorper
wurden fir einen Zeitraum von 21 d in VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS bei
37 °C und 65 rpm inkubiert. Nach 21 d erfolgte zun&chst eine visuelle Beurteilung der
Gelkorper. Dabei konnten keine Instabilitaten des Gels beobachtet werden. Die Form
des zylindrischen Prufkorpers blieb tGber einen Zeitraum von 21 d auch stabil. Zusatzlich
wurde der Elastizitatsmodul der zylindrischen Prifkorper bestimmt.  Der
Elastizitatsmodul betrug fur die zylindrischen Priufkdrper nach Herstellung und
unmittelbar vor Beginn der Inkubationsexperimente 0,31 + 0,07 MPa (MW + S.D., n = 6).
Nach 21 d Inkubation wurde fir die gleichen Gelkorper der Elastizitatsmodul mit einem
Wert von 0,36 + 0,08 MPa (MW = S.D., n =6) bestimmt. Die ermittelten Werte des
Elastizitatsmoduls unterstiitzten die visuellen Beobachtungen und bestétigten erneut die
Stabilitat und Integritat der nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gele. Da sich die
ermittelten Verteilungskoeffizienten zwischen dem 2 %-igen Agarose-Gel und dem
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel und AB mit einem Zusatz 0,5 % SDS kaum
unterschieden, wurde fir die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den
Vaginalringen mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell das nicht-hydrophobisierte
2 %-ige Agarose-Gel fir die Versuche ausgewahlt. Des Weiteren wurde das nicht-
hydrophobisierte 2 %-ige Agarose-Gel auch ausgewahlt, da die Verwendung des
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gels in dem neu entwickelten Modell als
Permeationskompartiment eine weitere Unbekannte dargestellt hatte. Zun&chst sollte
die Wirkstofffreisetzung aus den Vaginalringen in das innere und das &uf3ere

Kompartiment zuverlassig und reproduzierbar erfasst werden kénnen.

Im Anschluss an die Bestimmung der Wirkstoffadsorption an das Material, mit
welchem die neu entwickelten Freisetzungszellen konstruiert werden sollten, der
Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von EE und ENG in verschieden
zusammengesetzten Gelen und nach der Auswahl einer geeigneten Gelgrundlage fiir
das Permeationskompartiment, wurde das neu zu entwickelnde Modell mit Hilfe des 3D-

Druckes modelliert.

Im né&chsten Schritt wurde eine 3D-Zeichnung fiir das neu zu entwickelnde
Freisetzungsmodell erstellt, welches im Laufe des Entwicklungsprozesses weiter
optimiert wurde. Im finalen Design des neuen Freisetzungsmodells basierte der

Durchmesser des inneren Kompartiments auf dem Durchmesser des NuvaRings®
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(~54 mm). Das gelartige Permeationskompartiment sollte stabil genug sein, um einen
Test Uber einen Zeitraum von 21 Tagen zu Uberstehen. Aus diesem Grund wurde im
finalen Setup in die Vertiefung des Modells ein zylinderférmiges Permeations-
kompartiment mit einem Innendurchmesser von 54 mm, einer Wandstarke von 5 mm
und einer H6he von 15 mm eingesetzt. Um ein weiteres Akzeptorkompartiment fur die
freigesetzten Wirkstoffe in dem neu zu entwickelndem Modell zu implementieren,
welches den systemischen Kreislauf simulieren sollte, wurde ein &uf3eres Kompartiment,
welches direkt an das Permeationskompartiment grenzte, mit in das neue
Freisetzungsmodell integriert. In Abbildung 38 ist ein Querschnitt durch das finale Modell

zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen dargestellt.

Das eingebrachte Permeationskompartiment diente als zusatzliches Kompartiment,
welches nicht quellend, formbestandig und diffusibel flr beide Wirkstoffe war und
welches weiterhin zur Trennung der Medien des inneren und auf3eren Kompartiments
gedacht war. Die Dimensionen fir das auf3ere Kompartiment wurden zundchst so
gewdhlt, dass wahrend der Bestimmung der Wirkstofffreisetzung auch im &aufReren

Kompartiment zehnfache Sink-Bedingungen erreicht wurden.

Vaginalring inneres Kompartiment (Vaginalfluid)

duBeres Kompartiment (systemischer Kreislauf)
Permeationskompartiment (Vaginalmucosa)

Unterteil/Freisetzungszelle

Abbildung 38: Querschnitt durch eine finale Zelle zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
Vaginalringen.

Wahrend eines Versuchs sollten beide Kompartimente mit vortemperiertem Medium
befiillt werden. Das Volumen, welches im inneren Kompartiment eingesetzt werden
sollte, sollte ein mdglichst biorelevantes Volumen, welches die Bedingungen in der
Vagina widerspiegelt, besitzen. Gleichzeitig sollte ausreichend Volumen fir die
komplette Benetzung und die Wirkstofffreisetzung zur Verfligung stehen. Aus diesem
Grund wurde das innere Kompartiment in den anschlieRenden Versuchen mit 13,0 mL
eines Vaginalfluid-simulierenden Mediums befillt. Im &uReren Kompartiment sollte der

Flussigkeitsstand dem des inneren Kompartiments entsprechen. Dazu wurde die
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Fullhéhe im inneren Kompartiment unter Berlcksichtigung des Volumens des
Vaginalrings berechnet. Hiertiber liel3 sich das entsprechende Volumen, welches im
aulReren Kompartiment eingesetzt werden sollte, ermitteln. Das auf3ere Kompartiment
wurde wahrend der nachfolgenden Versuche mit 8,5 mL Freisetzungsmedium befiillt.
Der Vaginalring wurde in die Mitte des Modells eingesetzt und grenzte direkt an das
Permeationskompartiment. Die Modellzellen wurden mit einem Deckel verschlossen und
in den Inkubationsschiittler gestellt. In einigen Vorversuchsreihen wurde ermittelt, bei
welcher Agitationsrate die Wirkstofffreisetzung erfolgen sollte. Wahrend eines Versuchs
sollte das Medium vom inneren sich nicht mit dem Medium des aufReren Kompartiments
bzw. vom &uf3eren sich nicht mit dem Medium des inneren Kompartiments vermischen
oder unter dem Permeationskompartiment hindurch flieRen. Dennoch sollte durch die
Agitation eine gute Durchmischung des jeweiligen Kompartiments gewahrleistet sein.
Die optimale Agitationsrate fiir die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung aus den
Vaginalringen lag bei 65 rpm, da bei dieser Agitationsrate eine gute Durchmischung in
den jeweiligen Kompartimenten gewahrleistet werden konnte, aber keine unerwiinschte

Durchmischung der Kompartimente stattfand.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Wirkstofffreisetzung von EE und ENG aus
dem NuvaRing® in den neuen Freisetzungszellen mit AB als Freisetzungsmedium in
beiden Kompartimenten und einem nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel
bestimmt. Hierbei erfolgte die Probennahme nur zu den Zeitpunkten, bei denen ein
kompletter Austausch des Mediums in beiden Kompartimenten durchgefuhrt wurde.
Basierend auf diesen ersten Ergebnissen wurde im nachsten Schritt dem verwendeten
AB SDS zugesetzt (siehe Abbildung 39). In Anlehnung an bereits publizierte Versuche
wurden zunachst 0,3 % SDS (m/V) hinzugefugt (88). Die tagliche ENG-Freisetzungsrate
aus beiden Vaginalringen wird mit 120 pg/d angegeben. Die ENG-L3slichkeit in AB mit
0,3 % SDS wurde experimentell mit einem Wert von ~134 pg/mL bestimmt. Ab einem
Zeitraum von sieben Tagen sollte das Freisetzungsmedium in den Zellen nur im Abstand
von zwei Tagen komplett getauscht werden. Unter Berlicksichtigung dieser Daten wurde
deutlich, dass bei der Verwendung von AB mit einem Zusatz von 0,3 % SDS im inneren
Kompartiment nur siebenfache Sink-Bedingungen erreicht werden wirden. Aus diesem
Grund wurden zusatzlich Versuche in AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS durchgefuhrt.

Unter diesen Bedingungen konnten auch zehnfache Sink-Bedingungen fir ENG im
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inneren und im aufRReren Kompartiment gewdahrleistet werden. Fur EE wurden, sowonhl
unter Verwendung von 0,3 % SDS als auch unter Verwendung von 0,5 % SDS mehr als
zehnfache Sink-Bedingungen in beiden Kompartimenten erreicht. In der Versuchsreihe,
in der AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS als Freisetzungsmedium verwendet wurde,
wurde zusatzlich auch ein Versuch mit einem hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel
als Permeationskompartiment durchgefiihrt, dessen Ergebnisse jedoch nicht gezeigt
werden. Nach 21 d erfolgte die Bestimmung der EE- und ENG-Mengen im jeweiligen
Gel. Da sich die EE- und ENG-Mengen, welche nach 21d in dem jeweiligen Gel
bestimmt wurden, nur geringflgig unterschieden (nicht-hydrophobisiertes 2 %-iges
Agarose-Gel: ~ 18 ug EE und ~ 121 pg ENG, hydrophobisiertes 2 %-iges Agarose-Gel:
~ 20 ug EE und ~ 132 pg ENG), wurde in den weiteren Versuchsreihen mit dem nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel gearbeitet.

In Abbildung 39 sind die Ergebnisse der taglichen (A und B) und der kumulativen
Freisetzung (C und D) von EE und ENG aus dem NuvaRing® in AB mit und ohne
Tensidzusatz dargestellt. Anhand der Ergebnisse wurde ersichtlich, dass ein
Tensidzusatz unbedingt erforderlich ist, um die vom Hersteller angegebenen taglichen
Freisetzungsraten von 15 pg/d fur EE und 120 pg/d fir ENG zu erzielen und gleichzeitig
Sink-Bedingungen einhalten zu konnen. Trotz der fehlenden Sink-Bedingungen im
Versuch mit AB ohne Tensidzusatz als Freisetzungsmedium konnte ein burst release fir
den ersten Tag beobachtet werden. An diesen schliel3t sich nach drei Tagen eine leicht
sinkende Freisetzungsrate an, welche ca. ab dem fiinften Tag einen konstanten Wert
(~ 5 ng EE und ~ 36 pg ENG) erreichte. Die konstante Freisetzungsrate konnte durch
das erstellte kumulative Freisetzungsprofil bestétigt werden und die Freisetzung folgte
einer Kinetik 0. Ordnung (siehe Abbildung 39 C und D).
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Abbildung 39: Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing®, erhalten in Acetatpuffer (AB) pH 4,20, in AB mit
einem Zusatz von 0,3 % SDS und AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS im neu entwickelten
Freisetzungsmodell bei 37,0 °C und 65 rpm: taglich freigesetzte Menge von Ethinylestradiol
(EE) (A) und Etonogestrel (ENG) (B), kumulativ freigesetzte Menge von EE (C) und ENG
(D), (MW, n = 3), - - - prasentiert die vom Hersteller deklarierte Freisetzung pro Tag (A und
B), x prasentiert die theoretisch nach 21 d insgesamt freigesetzte Menge bezogen auf die
tagliche Freisetzung (C und D); SDS: Natriumdodecylsulfat.

Durch den Tensidzusatz konnte die tagliche Freisetzungsrate beider Wirkstoffe
deutlich gesteigert werden und die Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® erreichte
die deklarierten taglichen Freisetzungsraten von 15ug EE und 120 ug ENG.
Uberraschenderweise wurde bei der Verwendung von AB mit einem 0,3 % SDS-Zusatz
eine insgesamt etwas hohere tagliche Freisetzungsrate fir EE und ENG sowie eine
etwas groRBere kumulativ freigesetzte Menge beider Wirkstoffe beobachtet. Diese
Ergebnisse lassen sich mdglicherweise auf unterschiedliche Chargen der untersuchten
NuvaRinge® zurtckfihren. Im AB mit SDS-Zusatz wurde ein burst release und die sich
anschliel3ende leichte Abnahme der Freisetzung bis zu einem konstanten Wert der
taglichen Freisetzung fur EE und ENG beobachtet. Da die Einhaltung von mindestens
10-fachen Sink-Bedingungen fur beide Wirkstoffe von Prioritdt war, wurde den Medien

in allen nachfolgenden Versuchen 0,5 % SDS zugesetzt.

Im nachsten Schritt wurde die Wirkstofffreisetzung aus dem generischen Cyclelle®-
Ring im neu entwickelten Freisetzungsmodell unter Verwendung eines nicht-

hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gels und AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS
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bestimmt. In Abbildung 40 sind die Ergebnisse fur den NuvaRing® und den Cyclelle®-
Ring dargestellt.
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Abbildung 40: Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und Cyclelle®-Ring in AB mit einem Zusatz von
0,5 % SDS im neu entwickelten Freisetzungsmodell bei 37,0 °C und 65 rpm: tégliche
freigesetzte Menge von Ethinylestradiol (EE) (A) und Etonogestrel (ENG) (B), kumulativ
freigesetzte Menge von EE (C) und ENG (D), (MW, n = 3), - - - prasentiert die vom Hersteller
deklarierte Freisetzung pro Tag (A und B), x prasentiert die theoretisch nach 21 d insgesamt
freigesetzte Menge bezogen auf die tagliche Freisetzung (C und D); AB: Acetatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Sowohl EE als auch ENG wurden aus dem generischen Vaginalring in einem
ahnlichen Ausmalf freigesetzt wie aus dem NuvaRing®. Trotz der hoheren EE-Beladung
des Cyclelle®-Rings lag die tagliche Freisetzung etwas unter der deklarierten taglichen
Freisetzungsrate von 15 ug EE pro Tag, was sich auch in der insgesamt kumulativ
freisetzten Menge widerspiegelt (siehe Abbildung 40 A und C). Die taglich freigesetzte
ENG-Menge des Cyclelle®Rings lag etwas uber der deklarierten taglichen
Freisetzungsrate von 120 ug pro Tag. Daraus folgend lag auch die kumulativ freigesetzte
Menge etwas Uber der theoretisch insgesamt freisetzten Menge an ENG (siehe
Abbildung 40 B und D). Dies ist etwas uberraschend, da der Cyclelle®-Ring im
Gegensatz zum NuvaRing® eine etwas geringere ENG-Beladung im Kernpolymer

enthalt.

Um das neue Testdesign biorelevanter zu gestalten, wurde in der nachsten

Versuchsreihe der AB gegen VFS+G ausgetauscht. Der Zusatz von 0,5 % SDS wurde
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beibehalten, ebenso wie die Probennahmezeitpunkte. Die Ergebnisse der
Wirkstofffreisetzung unter Verwendung eines nicht-hydrophobisierten 2 %-igen
Agarose-Gels und VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS sind in Abbildung 41
dargestellt. Die Veranderung des Mediums zeigte keine signifikanten Einfliisse auf die
Wirkstofffreisetzung beider Wirkstoffe im neu entwickelten Freisetzungsmodell. Beide
Ringe erreichten die deklarierte tagliche Freisetzungsrate von EE und ENG, wobei die
tagliche aus dem Cyclelle®-Ring freigesetzte ENG-Menge wieder die deklarierte Menge
von 120 ug pro Tag Uberschritt.
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Abbildung 41: Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in VFS+G mit einem
Zusatz von 0,5 % SDS im neu entwickelten Freisetzungsmodell bei 37,0 °C und 65 rpm:
taglich freigesetzte Menge von Ethinylestradiol (EE) (A) und Etonogestrel (ENG) (B),
kumulativ freigesetzte Menge von EE (C) und ENG (D), (MW, n = 3), - - - présentiert die
vom Hersteller deklarierte Freisetzung pro Tag (A und B), x prasentiert die theoretisch nach
21 d insgesamt freigesetzte Menge bezogen auf die tégliche Freisetzung (C und D), VFS+G:
Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Die Trends der kumulativ freigesetzten ENG-Menge, die sowohl im neuen Modell als
auch mit der modifizierten Shake-flask-Methode unter Verwendung von AB mit einem
Zusatz von 0,5 % SDS beobachtet wurden, konnten unter der Verwendung von VFS+G
mit einem Zusatz von 0,5 % SDS im neu entwickelten Freisetzungsmodell bestatigt
werden. Im  nadchsten Schritt erfolgte neben der Veranderung der
Probennahmezeitpunkte auch eine Veranderung des verwendeten Mediums fur das
auRRere Kompartiment. In den bisher durchgefihrten Versuchen enthielten das innere

und das aufRere Kompartiment das gleiche Medium. In der folgenden Testreihe wurde
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fur das innere Kompartiment VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS (pH 4,20) und im

aulleren Kompartiment PBS mit einem Zusatz von 0,5 % SDS (pH 7,40) verwendet. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring in VFS+G mit einem

Zusatz von 0,5 % SDS (inneres Kompartiment) und PBS mit einem Zusatz von 0,5 % SDS
(duBeres Kompartiment) im neu entwickelten Freisetzungsmodell bei 37,0 °C und 65 rpm:
taglich freigesetzte Menge von Ethinylestradiol (EE) (A) und Etonogestrel (ENG) (B),
kumulativ freigesetzte Menge von EE (C) und ENG (D), (MW, n = 3), - - - prasentiert die
vom Hersteller deklarierte Freisetzung pro Tag (A und B), x prasentiert die theoretisch nach
21 d insgesamt freigesetzte Menge bezogen auf die tégliche Freisetzung (C und D); VFS+G:
Vaginalfluid-simulierendes  Medium, SDS: Natriumdodecylsulfat, PBS: saliner
Phosphatpuffer.

Bei Verwendung unterschiedlicher Medien im inneren und &uf3eren Kompartiment

konnten, verglichen mit den Ergebnissen der bisherigen Versuche, keine deutlichen

Unterschiede festgestellt werden. Das Ausmalf3 des burst release war vergleichbar mit

dem bisher

in der modifizierten Shake-flask-Methode beobachteten burst release.

Jedoch unterschied sich der Kurvenverlauf nach dem burst release bis zum Erreichen

der deklarierten taglich freigesetzten Menge im neu entwickelten Freisetzungsmodell

deutlich von

dem der modifizierten Shake-flask-Methode. In der modifizierten Shake-

flask-Methode konnte ein langsam abfallender Trend in der taglich freigesetzten Menge

fur beide Wirkstoffe beobachtet werden (siehe Abbildung 32). Im neu entwickelten

Freisetzungsmodell wurde ein rapider Abfall auf die deklarierte taglich freigesetzte

Menge sowohl fur EE als auch fur ENG beobachtet. Auch die kumulativ freigesetzte
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Menge beider Wirkstoffe stimmte in dem neuen Testsetup gut mit dem theoretischen

Wert der kumulativ freigesetzten Menge fur den Zeitraum von 21 d tberein.

Neben der Wirkstofffreisetzung in beiden Kompartimenten wurde auch der EE- und
ENG-Wirkstoffgehalt nach 21 d im Permeationskompartiment bestimmt. In Abbildung 43
sind die Ergebnisse der Bestimmung der EE- und ENG-Mengen nach 21 d im nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel dargestellt.
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Abbildung 43: Nach 21 d wiedergefundene Menge an A) Ethinylestradiol (EE) und B) Etonogestrel (ENG)
im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel in Versuchen mit dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell mit Acetatpuffer (AB) als Freisetzungsmedium und unterschiedlichen
Natriumdodecylsulfatkonzentrationen (SDS) in den Freisetzungsexperimenten mit dem
NuvaRing® (MW + S.D., n = 3).

Die geringste Menge beider Wirkstoffe im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-
Gel wurde nach dem Versuch mit AB ohne Tensidzusatz wiedergefunden. In den
Versuchen in AB mit SDS-Zusatz konnte nach der Extraktion des
Permeationskompartiments mehr EE und ENG im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen
Agarose-Gel wiedergefunden als in dem Versuch ohne Tensidzusatz. Ahnlich wie in den
Ergebnissen der taglich freigesetzten Mengen bzw. der kumulativ freigesetzten Mengen
aus dem NuvaRing® (siehe Abbildung 39) wurde mehr EE und auch mehr ENG nach der
Extraktion des nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gels unter Verwendung von
AB mit einem Zusatz von 0,3 % SDS als unter Verwendung von AB mit einem Zusatz
von 0,5 % SDS wiedergefunden (siehe Abbildung 43). Dies ist vermutlich auch ein
Resultat der insgesamt hoheren freigesetzten Menge der Charge des untersuchten
NuvaRings®, welche in dem Versuch in AB mit einem Zusatz von 0,3 % SDS beobachtet

werden konnte.
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Abbildung 44: Nach 21 d wiedergefundene Menge an A) Ethinylestradiol (EE) im nicht-hydrophobisierten
2 %-igen Agarose-Gel in den Freisetzungsexperimenten mit dem NuvaRing® und C) dem
Cyclelle®-Ring sowie die nach 21 wiedergefundene Menge an B) Etonogestrel (ENG) im
nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel in den Freisetzungsexperimenten mit dem
NuvaRing® und D) dem Cyclelle®-Ring in den Versuchen mit dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell und unterschiedlichen Medien (in beiden Kompartimenten) (MW + S.D.,
n = 3); AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, PBS:
saliner Phosphatpuffer.

In Abbildung 44 sind die EE- und ENG-Mengen, welche nach Versuchsende im nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel gefunden wurden, fir die weiteren
durchgefuhrten Versuche dargestellt. In den Versuchen, in denen im inneren und im
auReren Kompartiment derselbe Puffer verwendet wurde, wurde nach 21 d eine etwas
hohere Menge an EE und ENG im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel
wiedergefunden. Durch den Wechsel des Mediums im &aufReren Kompartiment von
einem leicht sauren (AB bzw. VFS+G) zu einem neutralen pH-Wert des Mediums (PBS)
wurde die Menge an EE und ENG, welche nach 21 d im nicht-hydrophobisierten 2 %-
igen Agarose-Gel bestimmt wurde, etwas niedriger. Diese Beobachtung konnte fir die
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung sowohl aus dem NuvaRing® als auch aus dem
Cyclelle®-Ring gemacht werden. Jedoch befanden sich die EE- und ENG-Mengen,
welche im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel nach Versuchsende
wiedergefunden wurden, fur beide untersuchten Vaginalringformulierungen in einem

ahnlichen Bereich (EE ~11 bzw. 12 pg, ENG ~96 pg bzw. 117 pg).
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Waéhrend der Versuche mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell konnte die EE-
und ENG-Menge im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel erst nach
Versuchsende (21 d) bestimmt werden. Dies war zum einen nur méglich, da zum
Erfassen der Wirkstoffmengen im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel eine
Zerstorung der Gelstruktur erforderlich war und zum anderen, da sich die EE- und ENG-
Konzentrationen im inneren und &uferen Kompartiment durch einen vielfachen
Austausch des Gelkompartiments verandert hatten und nicht mehr reprasentativ fur die
Wirkstofffreisetzung aus den Vaginalringformulierungen gewesen wéren. Dennoch war
es von grofRem Interesse, auch zu den jeweiligen Probennahmezeitpunkten die Menge
im Gel zu kennen. Dafiir wurde ein Miniaturversuch zur Bestimmung der Wirkstoffmenge
im  Permeationskompartiment (siehe Abschnitt 2.2.2.6) durchgefihrt. Der
Versuchsaufbau entsprach nicht dem Aufbau, der im neu entwickelten
Freisetzungsmodell verwendet wurde, sollte aber eine Naherung daran darstellen. In
Abbildung 45 sind die ermittelten Konzentrationen der Arbeitslésung, welche zum
jeweiligen Zeitpunkt auf das Gel gegeben wurde, und der Proben (flissiger Uberstand),

welche nach der entsprechenden Verweildauer entnommen wurden, dargestellt.
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Abbildung 45: Konzentrationen der Arbeitslésung (n=1) und des fliissigen Uberstands von
Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel (ENG) innerhalb von 48 h (A und C) und im
Zeitraum von zwei bis 21d (B und D) fur die im Freisetzungsmodell ermittelten
Konzentrationen des inneren Kompartiments in Freisetzungsexperimenten mit dem
NuvaRing® (MW aus n = 3).
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Die Konzentrationen der Arbeitslésungen in diesem Versuchsaufbau wurden analog
zu den Konzentrationen des inneren Kompartiments der Wirkstofffreisetzung des
jeweiligen Probennahmezeitpunktes aus dem Freisetzungsversuch mit dem NuvaRing®

in VFS+G und PBS jeweils mit einem Zusatz von 0,5 % SDS gewabhilt.

Innerhalb der ersten drei Stunden diffundierten sowohl EE als auch ENG in das nicht-
hydrophobisierte 2 %-ige Agarose-Gel. Nach vier Stunden erfolgte im neu entwickelten
Freisetzungsmodell nur eine Enthahme von einem Aliquot. Im Versuchsaufbaus des
Miniaturversuchs wurde der flussige Uberstand jedoch vollstandig getauscht, um die
entsprechenden Wirkstoffkonzentrationen, welche im Freisetzungsexperiment mit dem
NuvaRing® im neu entwickelten Freisetzungsmodell in VFS+G mit einem Zusatz von
0,5 % SDS im inneren Kompartiment erhalten wurden, simulieren zu kénnen. Die nach
vier Stunden im Freisetzungsmodell ermittelten Konzentrationen waren flr beide
Wirkstoffe eher gering, da vorher ein kompletter Austausch des Mediums in beiden
Kompartimenten erfolgte. Dadurch diffundierte im Miniaturversuch ein Anteil beider
Wirkstoffe aus dem nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel in den flissigen
Uberstand. Ahnliche Beobachtungen konnten auch fur die Ergebnisse nach acht und
zehn Stunden im Miniaturversuch gemacht werden. Mit langerer Inkubation zwischen
den Probennahmezeitpunkten stieg auch die EE- und ENG-Wirkstoffkonzentration im
inneren Kompartiment des Freisetzungsmodells an. Bis zum Zeitpunkt von elf Tagen
erfolgte fast ausschlief3lich die Diffusion von EE und ENG in das nicht-hydrophobisierte
2 %-ige Agarose-Gel. Im Anschluss an die elf Tage sank im Versuch mit dem
Freisetzungsmodell die taglich freigesetzte Menge an EE und ENG und damit auch die
Konzentration beider Wirkstoffe im Freisetzungsmedium. Die niedrigere Konzentration,
welche sich in den Arbeitsldsungen fir den Zeitraum von 13 -21 d wiederfindet, erklart
auch das erneute Herausdiffundieren beider Wirkstoffe aus dem nicht-hydrophobisierten
2 %-igen Agarose-Gel in den flissigen Uberstand (siehe Abbildung 45 C und D). In
Abbildung 46 sind die Ergebnisse fiir den Miniaturversuch analog zu den
Freisetzungsdaten des Cyclelle®-Rings im inneren  Kompartiment des
Freisetzungsmodells in VFS+G (inneres Kompartiment) und PBS (&uRReres
Kompartiment) mit jeweils einem Zusatz von 0,5 % SDS dargestellt. Auch in diesem
Versuch konnten &dhnliche Trends wie in dem Miniaturversuch basierend auf den

NuvaRing®-Freisetzungsdaten beobachtet werden.
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Abbildung 46: Konzentrationen der Arbeitslosung (n=1) und des flissigen Uberstands von
Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel (ENG) innerhalb von 48 h (A und C) und im
Zeitraum von zwei bis 21d (B und D) fir die im Freisetzungsmodell ermittelten
Konzentrationen des inneren Kompartiments in Freisetzungsexperimenten mit dem
Cyclelle®-Ring (MW aus n = 3).

Unter der Annahme, dass die Menge an EE und ENG, welche als Differenz zwischen
der Konzentration der Arbeitslosung und dem fliissigen Uberstand gefunden wurde,
komplett in das nicht-hydrophobisierte 2 %-ige Agarose-Gel diffundierte bzw.
herausdiffundierte, wurden die Mengen an EE und ENG, welche in das nicht-
hydrophobisierte 2 %-ige Agarose-Gel diffundiert bzw. herausdiffundiert waren, aus der
Differenz der Konzentration der Arbeitslosung und der Konzentration des fliissigen
Uberstands ermittelt. Diese Werte wurden fiir den jeweiligen Zeitpunkt kumuliert und
anschlieBend auf die mittlere Masse des Permeationskompartiments des
Freisetzungsmodells extrapoliert. Ein Vergleich der extrapolierten Daten fir den
Zeitpunkt 21 d stimmte gut mit den aus dem nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-
Gel extrahierten Werten fur EE und ENG nach Versuchsende im Freisetzungsmodell
Uiberein. Die extrapolierten Werte von EE wurden fiir die Etablierung einer IVIVC, welche
im folgenden Abschnitt diskutiert wird, zum jeweiligen Zeitpunkt auf die kumulativ

freigesetzte EE-Menge addiert.
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3.4 Etablierung einer In-vitro-In-vivo-Korrelation

Aus den In-vivo-Daten der unpublizierten klinischen Studie (109) und der
Bioaquivalenzstudie von Algorta et al. (108) wurde zunéchst aus dem terminalen Ende
der natlrlich logarithmierten Daten die Absorptionskonstante fir die mittlere
Plasmaspiegelkurve des jeweiligen untersuchten Vaginalrings berechnet. Mit Hilfe des
Abschélverfahrens wurden anschlieRend die entsprechenden Eliminationskonstanten
berechnet. In Tabelle 17 werden die berechneten Eliminationskonstanten fur die
jeweilige Studie und den jeweiligen untersuchten Vaginalring aufgefihrt.

Tabelle 17: Berechnete Eliminationskonstanten fur Ethinylestradiol aus den Plasmaspiegeln nach Tragen
eines ethinylestradiol- und etonogestrelhaltigen Vaginalrings.

Vaginalring Datenursprung Eliminationskonstante
NuvaRing® (109) 0,0421 h't
NuvaRing® (108) 0,0420 ht
Cyclelle® (108) 0,0394 h't

Die Bestimmung der absorbierten Fraktion erfolgte mit Hilfe der Dekonvolution nach
der Methode von Wagner-Nelson (162-164). Dabei wurde eine Clearance von 19 L/h
angenommen (106). In Abbildung 47 ist exemplarisch ein Plasmaspiegelprofil von EE
unter Anwendung des NuvaRings® (A) (109) und die dazugehorigen dekonvulierten

Plasmadaten als in vivo absorbierte Menge dargestellt.
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Abbildung 47: Plasmaspiegel von Ethinylestradiol (EE) unter Anwendung eines NuvaRings® (A) (109)
und dekonvulierter Plasmaspiegel dargestellt als in vivo absorbierte EE-Menge (B) uber
die Zeit.

Aufgrund des beobachteten burst release wurden fur die IVIVC nur die In-vivo- und

In-vitro-Daten vom Zeitpunkt t=24 h bis zum Zeitpunkt t=21d eingeschlossen.
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Wahrend des burst release folgte die Freisetzung aus den Vaginalringen keiner Kinetik
0. Ordnung. Die Freisetzungsrate wahrend des burst release ist umgekehrt proportional
zur Quadratwurzel der Zeit (101). In Abbildung 48 sind die Korrelationen fur die Daten
der unpublizierten klinischen Studie (109) und den In-vitro-Freisetzungsdaten des
NuvaRings®, welche in AB und VFS+G jeweils mit einem Zusatz von 0,5 % SDS unter

Verwendung einer modifizierten Shake-flask-Methode erhalten wurden, dargestellt.
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Abbildung 48: In-vitro-In-vivo-Korrelation fir den NuvaRing®, erhalten mit den dekonvulierten In-vivo-

Daten einer klinischen Studie (109) und den berechneten kumulativ freigesetzten EE-
Mengen in AB mit einem Zusatz von 0,5 % SDS (A) bzw. in VFS+G mit einem Zusatz von
0,5% SDS der modifizierten Shake-flask-Methode (B); EE: Ethinylestradiol, AB:

Acetatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium.
Beide Graphen der Abbildung 48 zeigten einen nahezu linearen Zusammenhang
zwischen der in vivo absorbierten EE-Menge und der in vitro kumulativ freigesetzten EE-
Menge. In dem Versuch, in dem VFS+G mit einem Zusatz von 0,5% SDS als
Freisetzungsmedium verwendet wurde, wurde vermutlich aufgrund der gesteigerten
Anzahl an Probennahmezeitpunkten in vitro eine etwas gréf3ere Menge EE im Vergleich

zum theoretischen Wert (315 pg) freigesetzt.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fur die Korrelation der in vitro kumulativ
freigesetzten EE-Menge unter Verwendung einer Shake-flask-Methode mit VFS+G mit
einem Zusatz von 0,5 % SDS und den In-vivo-Daten der Biodquivalenzstudie von
Algorta et al. (108) erhalten. Die Korrelationen fur die entsprechenden Daten sind in
Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: In-vitro-In-vivo-Korrelation fur den NuvaRing® (A) und den Cyclelle®-Ring (B), erhalten mit

den dekonvulierten In-vivo-Daten von Algorta et al. (108) und den berechneten kumulativ
freigesetzten EE-Menge in VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS der modifizierten
Shake-flask-Methode; EE: Ethinylestradiol, VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium
mit Glucose, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Auch unter Verwendung des neu entwickelten Freisetzungsmodells fir Vaginalringe

konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der in vivo absorbierten und in vitro

freigesetzten EE-Menge beobachtet werden. Die Implementation der vom nicht-

hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel absorbierten EE-Menge hat keinen

signifikanten Einfluss auf die Gute der Korrelation. Aus diesem Grund wird nachfolgend

in Abbildung 50 nur die Korrelation der Daten unter der Beriicksichtigung der sich jeweils

im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel befindlichen EE-Menge dargestellt,

welche aus dem Miniaturversuch extrapoliert wurden.
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Abbildung 50: In-vitro-In-vivo-Korrelation fur den NuvaRing® (A) und den Cyclelle®-Ring (B), erhalten mit

den dekonvulierten In-vivo-Daten von Algorta et al. (108) und den berechneten kumulativ
freigesetzten EE-Mengen in VFS+G und PBS mit einem Zusatz von 0,5 % SDS im neu
entwickelten Freisetzungsmodell und unter Bertcksichtigung der sich jeweils im nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel befindlichen EE-Mengen; EE: Ethinylestradiol,
VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, PBS: saliner Phosphatpuffer,
SDS: Natriumdodecylsulfat.

In Bezug auf die angegebenen taglichen Freisetzungsraten (15 pg EE pro Tag) bzw.

die kumulativ freigesetzten EE-Mengen nach 21 d (315 pg), sind die Korrelationen,

welche auf den In-vitro-Daten, die mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell

86



Ergebnisse

erhalten wurden, beruhen im Vergleich zu den Ergebnissen, welche mit der modifizierten
Shake-flask-Methode erhalten wurden, etwas pradiktiver in Bezug auf die In vivo-
Absorption einzuschétzen. Diese Einschatzung basiert auf den nach 21 d berechneten
kumulativ in vitro freigesetzten EE-Mengen, welche in dem neu entwickelten Modell
nahezu mit der theoretischen EE-Menge von 315 pug Ubereinstimmen (NuvaRing®
~ 370 ug, Cyclelle®-Ring ~ 294 ug). Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung der
modifizierten Shake-flask-Methode die 1,5-fache EE-Menge kumulativ freigesetzt
(NuvaRing® ~ 473 ug, Cyclelle®-Ring ~ 515 ug).
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4 DISKUSSION

4.1 Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen

Im Jahr 1975 wurde im Rahmen des WHO-Sonderprogramms fur Forschung,
Entwicklung und Ausbildung in der humanen Reproduktion die Synthese neuer
Gestagene gefordert, welche als Alternative zum MPA entwickelt und in langwirksamen
kontrazeptiven Injektionen eingesetzt werden sollten. Diese sollten eine Wirkdauer von
ca. drei bis sechs Monaten aufweisen (22). Dabei wurden Uber 200 Ester von
Norethisteron und Levonorgestrel synthetisiert und durch das NICHD in verschiedenen
Tiermodellen untersucht. Crabbe et al. untersuchten die Dauer der Wirksamkeit von drei
Levonorgestrel-Estern (Levonorgestrelbutanoat, Levonorgestrelcyclopropylcarboxylat
und Levonorgestrelcyclobutylcarboxylat) jeweils als o6lige Injektionslésung und als
mikrokristalline Injektionssuspension (22). Die wesentlichen Erkenntnisse dieser Studie
waren, dass wassrige Injektionssuspensionen langer wirksam sind als d&lige
Injektionslésungen und die Wirkdauer der wassrigen Injektionslésungen von der
PartikelgréRe der Kristalle abh&ngig war. In einer pharmakokinetischen Studie
applizierten Crabbe et al. Rhesusaffen 20 mg von einem der oben genannten
Levonorgestrel-Ester als intramuskulare Injektionssuspension. Auch nach 100 d konnten
noch messbare Levonorgestrel-Plasmaspiegel nachgewiesen werden (22). In einer
weiteren Studie wurde nach einer einzelnen intramuskuléaren Dosis von 12,5 mg LNGB
bzw. 50 mg LNGB eine Ovulationshemmung flir zwei bis drei bzw. flinf bis sechs Monate
in Frauen beobachtet (21, 165). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde in den
darauffolgenden Jahren die Entwicklung einer LNGB-haltigen Injektionssuspension

gefordert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte fir vier kontrazeptive LNGB-Injektionssuspensionen
verschiedener PartikelgroRe eine Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
diesen Suspensionen entwickelt werden. Da bisher keine Methode zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung fur die LNGB-Suspensionen entwickelt wurde, wurde zunéchst in
der FDA Dissolution Methods Database nach Methoden zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen gesucht. Im Rahmen dieser Recherche
wurden in der FDA Dissolution Methods Database zwei Methoden zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus einer MPA-haltigen Suspension, welche ebenfalls zur
Kontrazeption eingesetzt wird, gefunden. Sowohl MPA als auch LNGB sind schwer
I6slich in Wasser (112, 113). Da wassrige Puffer meist die Grundlage fur Medien im

Rahmen der Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen darstellen, wurden zunachst die
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Sattigungsléslichkeiten von MPA und LNGB in verschiedenen Medien, deren
Zusammensetzung in Tabelle 3 widergegeben wird, bestimmt. Aufgrund der nicht
determinierbaren Loslichkeit von LNGB in PBS, wurde die Sattigungsloslichkeit von MPA
und LNGB auch mit Zusatz von SDS bestimmt. Dadurch konnte eine Steigerung der
Sattigungsloslichkeit fur beide Wirkstoffe erzielt werden. Kenntnisse ber die
Sattigungsloslichkeit der untersuchten Wirkstoffe sind von grofl3er Bedeutung fur die
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung. Erreicht die Wirkstoffkonzentration im Medium die
Sattigungsloslichkeit, so wird sich kein weiterer Wirkstoff im Medium l6sen und die
Freisetzung stagniert. Um sicherzustellen, dass die Wirkstofffreisetzung nicht durch die
Sattigungsloslichkeit des Wirkstoffs im Freisetzungsmedium limitiert wird, wird
empfohlen, unter Sink-Bedingungen zu arbeiten. Sink-Bedingungen werden erreicht,
wenn das Freisetzungsvolumen mindestens dreifach hoher ist als das Volumen, das zum
Erreichen der Sattigungsldslichkeit wahrend der Wirkstofffreisetzung bendtigt wird (122).
Damit die Sattigungsloslichkeit die Wirkstofffreisetzung mdglichst nicht beeinflusst, wird
im Allgemeinen unter zehnfachen Sink-Bedingungen gearbeitet, d.h. die Konzentration
des gelosten Wirkstoffs sollte 10 % des Werts der Sattigungsloslichkeit nicht
Uberschreiten (166, 167). In einer ersten Versuchsreihe wurde die Wirkstofffreisetzung
aus der MPA-haltigen und den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen in der USP 2-
Apparatur mit der Methode, die fir die Prufung der Wirkstofffreisetzung aus der MPA-
haltigen Injektion entwickelt wurde und in der FDA Dissolution Methods Database
beschrieben wird, bestimmt. Unter Verwendung von Wasser mit einem Zusatz von
0,35% SDS wurden weder fir MPA noch fur LNGB dreifache Sink-Bedingungen
wahrend des Versuchs erreicht. Aufgrund der langen Testdauer und den
unzureichenden Sink-Bedingungen sollte im ersten Teil der Arbeit eine Methode zur
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen intramuskuldar zu
applizierenden Injektionssuspensionen entwickelt werden. Die Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen ist von Bedeutung, weil die Resorption
der Wirkstoffe in vivo unter anderem von der Losungsgeschwindigkeit der
Suspensionspartikel abhdngt. Die untersuchten LNGB-Partikel der intramuskulér zu
applizierenden Injektionssuspensionen unterschieden sich in der Partikelgrofie
(8 pm - 41 pm, siehe Abschnitt 2.1.1). Mit der zu entwickelnden Methode zur
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung sollte es moglich sein, zwischen den
verschiedenen PartikelgrofRen zu unterscheiden. Zu Beginn der Entwicklung einer
diskriminierenden Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen war noch unklar, welche Dosis fir eine sechsmonatige

Wirkdauer Patientinnen zukinftig injiziert werden sollte. Aufgrund der Ergebnisse der
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Loslichkeitsversuche wurden die Versuche zur Bestimmung der In-vitro-
Wirkstofffreisetzung deshalb mit einer Dosis von 10 mg/mL durchgefiihrt, um eine
Einhaltung von wenigstens dreifachen Sink-Bedingungen in den Wirkstofffreisetzungs-
untersuchungen in der USP 2-Apparatur und im geschlossenen System der
Durchflusszelle zu gewahrleisten. Die Auflosung von Partikeln ist abhéngig von der
Losungsgeschwindigkeit und der Loslichkeit in dem entsprechenden Freisetzungs-
medium. Die Losungsgeschwindigkeit lasst sich nach Noyes-Whitney (14) und Nernst-
Brunner (168) z.B. Uber die PartikelgréRe beeinflussen. Kleinere Partikel besitzen eine
groRere spezifische Oberflache bei kleinerem Volumen. Durch die grofere spezifische
Oberflache konnen die LNGB-Partikel besser solvatisiert und dadurch auch schneller
gelost werden. Dieser Trend konnte fiir die untersuchten PartikelgroRen in allen
durchgefuhrten Versuchen zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung bestétigt werden.
Die Loslichkeit von LNGB im Freisetzungsmedium konnte durch den Zusatz von SDS zu
dem entsprechenden Freisetzungsmedium gesteigert werden. Die Menge an SDS,
welche dem Freisetzungsmedium zugesetzt wurde, zeigte einen Einfluss auf die
Wirkstofffreisetzung. So wurden durch den Zusatz von 0,35 % und 0,5 % SDS keine
Sink-Bedingungen wahrend des Versuchs erreicht, wohingegen durch einen Zusatz von
0,75% und 1,0% SDS Sink-Bedingungen erreicht werden konnten. Es konnten
signifikante Unterschiede in der MDT der Freisetzungsversuche in PBS mit
unterschiedlichen Tensidzusatzen zwischen den sehr kleinen und kleinen LNGB-
Partikeln im Vergleich zu den mittleren und gro3en LNGB-Partikeln beobachtet werden
(siehe Tabelle 35). Die signifikanten Unterschiede kénnen auf das Fehlen von Sink-
Bedingungen in den Versuchen in PBS mit einem Zusatz von 0,35 % SDS bzw. 0,5 %
SDS zurtickgefuhrt werden. Unter Verwendung von 900 mL PBS mit einem Zusatz von
0,75% SDS zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen wurden 4,2-fache Sink-Bedingungen erreicht. Durch den Zusatz
von 1,0% SDS zum Freisetzungsmedium konnten in den damit durchgefuhrten

Versuchen die Sink-Bedingungen nur leicht gesteigert werden.

Im néchsten Schritt wurde der Einfluss weiterer Bestandteile der verwendeten
Testmedien neben dem SDS-Zusatz auf die LNGB-Freisetzung untersucht. Der
verwendete PBS und das SBF wurden auf einen pH-Wert von 7,40 und das SMF auf
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Bei der Verwendung von demineralisiertem Wasser
als Freisetzungsmedium wurde kein pH-Wert eingestellt. In dieser Versuchsreihe zeigte
sich kein Einfluss der Zusammensetzung des Mediums auf die Wirkstofffreisetzung,
wenn die Ergebnisse des f,-Faktors betrachtet werden. In den Ergebnissen der ANOVA
beziglich der MDTs stellt die MDT der mittleren LNGB-Partikelgrofl3e eine Ausnahme
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hinsichtlich signifikanter Unterschiede in der MDT dar. Innerhalb dieser PartikelgroRe
wurden die meisten signifikanten Unterschiede fir die MDT der Wirkstofffreisetzung aus
den LNGB-Suspensionen gefunden. Die MDTs der LNGB-Wirkstofffreisetzungen der
Suspension mit den mittelgroBen LNGB-Partikeln in SBF, in SMF und in
demineralisiertem Wasser unterscheiden sich signifikant von denen in PBS (siehe
Abbildung 23, Tabelle 37). In den Versuchen in PBS wurde maximal eine LNGB-
Freisetzung aus der Suspension von 72 % erreicht. Unter Verwendung von SBF und
demineralisiertem Wasser wurde eine nahezu vollstandige Wirkstofffreisetzung aus der
Suspension mit den mittelgroBen LNGB-Partikeln (= 90 %) erreicht. Diese Ergebnisse
Uberraschen, da die LNGB-Sattigungsléslichkeit in SBF und in demineralisiertem
Wasser geringfuigig kleiner war als in PBS.

Der Zusatz von Tensiden zum Freisetzungsmedium stellt eine mdgliche Variante dar,
die Wirkstofffreisetzung zu beschleunigen. Weitere Parameter, die je nach Arzneistoff
und dessen Formulierung ebenfalls die Freisetzung beschleunigen kdnnen, sind die
Anderung der Umdrehungsgeschwindigkeit, des pH-Werts, der Temperatur und ggf. die
Anwesenheit von Enzymen (31). Neben dem Zusatz von 0,75% SDS zum
Freisetzungsmedium wurde in verschiedenen Versuchen in der USP 2-Apparatur bzw.
der Durchflusszelle jeweils ein weiterer Parameter variiert. Der Einfluss der
Umdrehungsgeschwindigkeit des Blattrihrers der USP 2-Apparatur wahrend der
einzelnen Versuche auf die Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen war eher von
geringem Ausmal. Innerhalb der einzelnen Gruppen der Partikelgré3en zeigte sich nur
fur die Suspension der mittelgroBen LNGB-Partikel ein signifikanter Unterschied
zwischen der Wirkstofffreisetzung bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 50 rpm
und 100 rpm. Die Erh6éhung der Umdrehungsgeschwindigkeit fuhrt zu einer besseren
Durchmischung und verkleinert dadurch die Dicke der Diffusionsschicht um die Partikel.
Simon et al. untersuchten die Freisetzung von Natriumbetamethasonphosphat und
Betamethasondipropionat unter Non-Sink-Bedingungen und variierten unter anderem
die RUhrgeschwindigkeit in ihren Untersuchungen (26). Eine Verringerung der
Ruhrgeschwindigkeit von 50 rpm auf 25 rpm zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Freisetzung von Betamethasondipropionat (26). Liu et al. untersuchten ebenfalls den
Einfluss der Umdrehungsgeschwindigkeit (50 rpm vs. 120 rpm) auf die Wirkstoff-
freisetzung aus indomethacinhaltigen Nanosuspensionen in der USP 2-Apparatur (169).
Auch sie konnten keinen signifikanten Unterschied in der Wirkstofffreisetzung der
untersuchten Nanosuspensionen zwischen den zwei Umdrehungsgeschwindigkeiten
feststellen (169). Basierend auf den Ergebnissen von Simon et al. (26), Liu et al. (169)

und den erhaltenen Ergebnissen der Wirkstofffreisetzung aus den untersuchten LNGB-
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Suspensionen scheint die Anderung der Umdrehungsgeschwindigkeit keinen Einfluss

auf die Auflosung von schwerléslichen Wirkstoffpartikeln zu haben.

Im nachsten  Schritt wurde die  Temperatur im Rahmen  der
Wirkstofffreisetzungsuntersuchung variiert. Shen und Burgess beschleunigten die
Wirkstofffreisetzung aus Polylactid-co-Glycolid-Mikropartikeln  (PLGA-Mikropartikel)
durch Veranderung des pH-Wertes, den Zusatz von 10% Ethanol zum
Freisetzungsmedium und durch Erhéhung der Testtemperatur (45 °C, 50 °C, 53 °C und
60 °C) (170). Durch die Erhdéhung der Temperatur wurde der Wirkstoff aus der
untersuchten Formulierung in einem wesentlich kirzeren Zeitraum vollstandig
freigesetzt. Jedoch kam es dabei zu einer Veranderung des Freisetzungsprofils (170).
Wahrend der Versuche bei 37,0 °C wurde ein dreiphasiges Freisetzungsprofil mit einem
initialen burst release, einer lag-Phase und einer sich daran anschlieRenden Freisetzung
nach einer Kinetik 0.Ordnung beobachtet. Das Freisetzungsprofil der PLGA-
Mikropartikel &nderte sich unter den Versuchsbedingungen mit den erhdhten
Testtemperaturen zu einem zweiphasigen Freisetzungsprofil. In dem zweiphasigen
Freisetzungsprofil konnte ebenfalls ein initialer burst release und eine Freisetzung,
welche einer Kinetik 0. Ordnung folgte, beobachtet werden. Shen und Burgess
beobachteten in den Versuchen mit erhdhten Testtemperaturen das Fehlen einer lag-
Phase (170). Eine solche beobachtete Anderung des Freisetzungsprofils kann zu
falschen Ergebnissen fiihren, z.B. wenn es ebenso ein Ziel ist mit den Daten der In-vitro-
Methode eine IVIVC zu erstellen. Durch die Etablierung einer IVIVC kann
moglicherweise ein linearer Zusammenhang gefunden werden, welcher aber in vivo gar
nicht beobachtet werden kann, wenn die Wirkstofffreisetzung bei Kérpertemperatur

einem anderen Mechanismus folgt als bei erh6hten Temperaturen.

In den durchgefihrten Untersuchungen zeigte die Erhéhung der Testtemperatur
einen deutlichen Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen. Zwar konnte die Testdauer nicht so drastisch verkurzt werden
wie in den Untersuchungen von Shen und Burgess (170), jedoch konnte unter
Verwendung der USP 2-Apparatur-basierten Methode fir die sehr kleinen und kleinen
LNGB-Partikel eine Erhéhung der Losungsgeschwindigkeit und fiir die Suspensionen
mit den mittelgrof3en und grof3en Partikeln auch eine insgesamt héhere Freisetzung bei

gleichbleibendem Freisetzungsmechanismus beobachtet werden.

Um die Wirkstofffreisetzung aus Injektionssuspensionen zu bestimmen, wird neben
der USP 2-Apparatur haufig auch die Durchflusszelle (USP 4-Apparatur) als ein

geeignetes System empfohlen. Ein Vorteil der Durchflusszelle ist die Vielfaltigkeit der
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Parameter, die im Vergleich zur USP 2-Apparatur variiert werden kénnen, um eine
Methode zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung zu entwickeln. So kann neben dem
Modus (offen vs. geschlossen) auch die Flussrate, die Packung der Zelle, die Packung
des Filterkopfes und der Zellkérper selbst variiert werden. Im Gegensatz dazu kann in
der USP 2-Apparatur nur die Umdrehungsgeschwindigkeit des Blattrihrers und das
Prufvolumen verandert werden. Die Nutzung eines offenen Systems wéhrend der
Bestimmung der Wirkstofffreisetzung mit der Durchflusszelle ist vor allem fur
schwerlosliche Arzneistoffe vorteilhaft, da die Einhaltung von Sink-Bedingungen
gewabhrleistet werden kann. Auch durch die Verénderung der Flussrate kann eine
schnellere oder auch langsamere Auflosung der Partikel erreicht werden. In den mit
LNGB-haltigen Injektionssuspensionen durchgefilhrten Versuchen konnte unter
Verwendung des offenen Systems ein Einfluss der Flussrate auf die
Auflésungsgeschwindigkeit der sehr kleinen LNGB-Partikel beobachtet werden. Durch
eine hohere Flussrate wurde die Dicke der Diffusionsschicht um die Partikel herum
verkleinert. Dadurch wurde das Konzentrationsgefalle um die Partikel wiederum gré3er
und es kam zur schnelleren Auflosung der Partikel. Ein Nachteil des offenen Systems,
vor allem in Kombination mit hohen Flussraten, ist jedoch, dass wahrend des Tests auch
Partikel aus dem System entfernt werden kénnen. Um dies zu verhindern, wurde der
Filterkopf der Durchflusszelle mit entsprechendem Filtermaterial bestlckt (171). Jedoch
kdnnen nicht beliebig viele Filter bzw. Filtermaterial eingebracht werden, da ein Fluss
durch das System gewahrleistet sein muss und die Partikel die Filter nicht verstopfen
durfen. Ein Herausspilen von LNGB-Partikeln konnte trotz der Schichtung der
Injektionssuspension zwischen den Glasperlen als Tribung in den gesammelten

Fraktionen vor allem in den ersten Minuten beobachtet werden.

Auch unter Verwendung des geschlossenen Systems konnten die verschiedenen
PartikelgréRen voneinander unterschieden werden. Die Flussrate besafd auch in den
Versuchen im geschlossenen System einen Einfluss auf die Auflésung der mittleren und
groBen LNGB-Partikel. Wurde zusatzlich neben der Flussrate auch die Temperatur
erhoht, so wurde der Einfluss der hoheren Flussrate bei htheren Temperaturen auf die
Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-Suspensionen deutlich. Je kleiner die Partikelgrol3e
der LNGB-Injektionssuspensionen war, desto grol3er war der Einfluss der Flussrate und
auch der Temperatur auf die Auflosung der LNGB-Partikel aus den LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen in der Durchflusszelle. Die Temperaturerhéhung fuhrte zu einer
Erhdhung der LNGB-Lgslichkeit in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS und
beschleunigte dadurch die Wirkstofffreisetzung aus den untersuchten Suspensionen.

Die Ergebnisse der ANOVA ergaben signifikante Unterschiede fir die MDTs der
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Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln bei
einer Flussrate von 10 mL/min im Vergleich zwischen 37 °C und 45 °C (P = 0,05) und
zwischen 37 °C und 50 °C (P =0,001). Bei einer Flussrate von 20 mL/min konnten
signifikante Unterschiede fur die MDTs der Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen
mit den sehr kleinen LNGB-Partikeln zwischen 37 °C und 50 °C beobachtet werden
(P =0,001). Ein Beispiel fur eine groRRere freigesetzte LNGB-Menge aus der Suspension
in der Durchflusszelle im geschlossenen System bei erhéhter Temperatur geben die
Ergebnisse der Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen mit den grof3en LNGB-
Partikeln wieder. Bei einer Flussrate von 10 mL/min und einer Temperatur von 37 °C
wurde eine Wirkstofffreisetzung von 52 % aus der Suspension mit den grof3en LNGB-
Partikeln beobachtet, wahrend hingegen bei 50 °C und gleicher Flussrate 83 % LNGB
der untersuchten Dosis freigesetzt wurden. Im Grof3teil der Versuche wurden fir die
Freisetzung derselben Partikelgréfie und derselben Flussrate bei unterschiedlichen
Temperaturen signifikante Unterschiede mit Hilfe der ANOVA festgestellt (siehe Tabelle
39). Eine erhdhte Temperatur resultierte in einer schnelleren/héheren Freisetzung bei
allen PartikelgréRen. Die Ergebnisse der ANOVA fiir die Wirkstofffreisetzung aus den
LNGB-haltigen Suspensionen bei den verschiedenen untersuchten Temperaturen und
Flussraten im geschlossenen System bestatigte den Erhalt der Diskriminierfahigkeit der
Durchflusszellen-Methode fur die Unterscheidung zwischen den sehr kleinen und

kleinen, sowie den mittelgrof3en und groRen LNGB-Partikeln.

Im Jahr 2010 wurde ein Dialyseadapter fur den Einsatz in der Durchflusszelle
publiziert (30). Dieser Dialyseadapter wurde entwickelt, um die Untersuchung der
Wirkstofffreisetzung aus partikularen Darreichungsformen mit einem Dialysesystem in
der Durchflusszelle zu kombinieren. Die Partikel der verschiedenen mikropartikularen
Darreichungsformen kénnen durch Verwendung des Dialyseadapters in diesem
verbleiben und somit unerwiinschte Ereignisse wie das Zusetzen von Filtern oder das
Herausspilen aus dem System verhindern. Im Rahmen einer Diplomarbeit mit dem Titel
»In-vitro-Freisetzungsmethoden flr Suspensionen zur intraartikularen Anwendung —
Simulation essentieller in vivo Parameter versus Qualitatskontrolle“ konnten eigene
Erfahrungen mit der Verwendung eines Dialyseadapters in der Durchflusszelle
gesammelt werden (172). Wahrend der Versuche mit dem Dialyseadapter wurde die
Wirkstofffreisetzung aus triamcinolonacetonidhaltigen Injektionssuspensionen bestimmt
und u.a. der Einfluss des injizierten Testvolumens auf die Wirkstofffreisetzung aus den
Suspensionen untersucht. Nach Einbringen der Suspensionen in die Dialyseadapter
konnte schon innerhalb der ersten Minuten die Sedimentation der Suspensionspartikel

beobachtet werden. Nach ca. zehn Minuten waren die untersuchten Suspensionen
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vollstandig im Dialyseadapter sedimentiert. Die Sedimentation der
Triamcinolonacetonid-Partikel in den untersuchten Suspensionen fiihrte zu einer
erheblichen Verzégerung der Wirkstofffreisetzung. Nach 14 d Testdauer wurden weniger
als 80 % aus drei der vier untersuchten Suspensionen freigesetzt. Im Gegensatz dazu
wurde Triamcinolonacetonid aus den Suspensionen ohne Verwendung des
Dialyseadapters nach 240 min vollstandig freigesetzt (172). Gao und Westenberger
untersuchten die Wirkstofffreisetzung aus einer Paracetamol-Lésung und einer
Paracetamol-Suspension in der Durchflusszelle mit und ohne Verwendung eines
Dialyseadapters (173). Sie beobachteten ebenfalls eine verlangsamte Freisetzung aus
der Losung und der Suspension, wenn diese in den Dialyseadapter eingebracht wurden
(173). Weiterhin untersuchten Gao und Westenberger den Einfluss der in den
Dialyseadapter injizierten Suspensionsmenge auf die Wirkstofffreisetzung aus der
Paracetamol-Suspension. Die injizierte Suspensionsmenge hatte keinen Einfluss auf die
Wirkstofffreisetzung (173). Der Einfluss der in den Dialyseadapter injizierten
Suspensionsmenge auf die Wirkstofffreisetzung aus den Triamcinolonacetonid-
Suspensionen wurde ebenfalls in der oben genannten Diplomarbeit untersucht. Im
Gegensatz zu Gao und Westenberger konnte im Rahmen dieser Arbeit ein signifikanter
Einfluss der injizierten Suspensionsmenge auf die Wirkstofffreisetzung beobachtet
werden (172). Dieser Einfluss ist vermutlich auf die schlechte Loslichkeit von
Triamcinolonacetonid im Vergleich zu Paracetamol zurtickzufiihren. Die Verwendung
eines Dialyseadapters fir die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung der LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen erschien nicht sinnvoll, da LNGB schwer 16slich ist. Wirde die
Injektionssuspension in einen Dialyseadapter eingebracht werden, so miusste erst
geniigend Medium einstromen, um die Partikel zu I6sen. Da der Dialyseadapter fur die
Durchflusszelle nur ein Fillvolumen von ca. 1 mL besitzt, ware es nur schwer mdglich
unter diesen Bedingungen im inneren des Dialyseadapters ausreichende Sink-
Bedingungen =zu schaffen. Die fehlenden hydrodynamischen Bedingungen im
Dialyseadapter wirden dartber hinaus zur Sedimentation der LNGB-Partikel im Adapter
fihren, was wiederum die Oberflache, welche zur Auflésung zur Verfligung steht, stark
verkleinern wirde und damit die Auflésung erheblich verzdogern wirde (172). Ein
weiteres Problem stellt die Porenausschlussgréf3e der Membran dar. Diese sollte ein
Vielfaches tber der GrofRe des LNGB-Molekiils liegen, um eine ungehinderte Diffusion
der geltsten Molekiile zu erméglichen. Jedoch wird haufig auch trotz ausreichend grof3
gewdahlter PorenausschlussgroRe eine durch die Dialysemembran-gesteuerte
Wirkstofffreisetzung beobachtet (30, 173-175). Die Verwendung eines Dialyseadapters

kann sinnvoll sein, wenn in vivo eine lange und langsame Wirkstofffreisetzung erfolgt
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und eine IVIVC etabliert werden soll, da der Adapter in der Lage ist, eine Depotbildung
nachzustellen (176). Zu Beginn der Untersuchungen zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Suspensionen war durch einen
Kooperationspartner eine In-vivo-Studie mit Makaken geplant, die jedoch nicht

erfolgreich war.

Im ersten Teil der Arbeit konnte fur eine neue LNGB-haltige Injektionssuspension,
von welcher vier Formulierungen unterschiedlicher Partikelgrof3en untersucht wurden,
eine Methode zur Prifung der Wirkstofffreisetzung mit Hilfe der USP 2-Apparatur
entwickelt werden, welche in der Lage war zwischen den verschieden grof3en LNGB-
Partikeln zu diskriminieren. Darlber hinaus konnte zusatzlich noch eine Methode zur
Prifung der Wirkstofffreisetzung mit Hilfe der Durchflusszelle entwickelt werden. Auch
diese Methode war in der Lage zwischen den LNGB-Partikeln verschiedener Gro3e zu
unterscheiden. In beiden Methoden wurden verschiedene Parameter variiert und deren
Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung untersucht. Die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen konnten vor allem durch eine Erhéhung der Temperatur

beschleunigt werden und waren dennoch diskriminierend hinsichtlich der PartikelgroRen.

Eine Methode zur Prifung der Wirkstofffreisetzung, welche spater im Rahmen der
Qualitatskontrolle eingesetzt werden soll, sollte in der Lage sein, unerwinschte
Anderungen, die wahrend des Herstellungsprozesses und der Lagerung auftreten
kénnen, zu erfassen. Die auf der USP 2-Apparatur und auf der Durchflusszelle
basierenden entwickelten Methoden fir die Prifung der Wirkstofffreisetzung aus LNGB-
haltigen Injektionssuspensionen sind fir die Qualitatskontrolle geeignet, da es mit Hilfe
beider Methoden moglich war zwischen den verschiedenen Grolien der LNGB-Partikel
zu unterscheiden. Sollten wahrend des Herstellungsprozesses oder der Lagerung
Anderungen in der PartikelgroRRe/PartikelgroRenverteilung auftreten, welche in vivo
mafRgeblich die Wirkdauer beeinflussen kdnnen, so kdnnen diese mit den entwickelten

In-vitro-Methoden erfasst werden.
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4.2 Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein neues Freisetzungsmodell fur die Erfassung des
burst release und der Wirkstofffreisetzung aus steroidhormonhaltigen Vaginalringen vom
Reservoir-Typ entwickelt. Weiterhin sollte mit den erhobenen Daten eine IVIVC etabliert
werden. Die Informationslage zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
Vaginalringen in internationalen Arzneiblchern ist bisher nicht beschrieben. Das stetig
wachsende Interesse an der Entwicklung von Vaginalringen fir verschiedene
Indikationen  verdeutlicht  jedoch, wie notwendig eine  entsprechende
Qualitatskontrollmethode und auch eine biorelevante Freisetzungsmethode in Zukunft

sein werden.

Die FDA Dissolution Methods Database schlagt zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung aus einem estradiolhaltigen Vaginalring eine Shake-flask-Methode
vor. In den Zulassungsunterlagen des NuvaRings® finden sich keine detaillierten
Informationen dartber, wie die Wirkstofffreisetzung bestimmt wurde. Jedoch wird in
wissenschaftlichen Publikationen die Verwendung eines ,automated release control
systems” zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® in 200 mL
Wasser bei 750 rpm und 37,0 °C beschrieben (99-102). Es ist bekannt, dass ein burst
release vor allem bei Silikon-Vaginalringen und bei Vaginalringen vom Reservoir-Typ
auftreten kann (99, 106, 139, 145, 177, 178). Externbrink et al. beobachteten dartber
hinaus auch einen burst release aus einem Vaginalring des Matrix-Typs (89). Das
Auftreten des burst release ist gekennzeichnet durch eine initial hbhere Freisetzungsrate

aus dem Vaginalring im Vergleich zur deklarierten taglichen Freisetzungsrate.

Dieser sogenannte burst release kann auch in vivo im EE-Plasmaspiegel bei
Patientinnen nach dem Einfiihren des NuvaRings® in die Vagina innerhalb der ersten
Tage beobachtet werden (siehe Abbildung 5). Der burst release ist eine Folge der
Sattigung der freisetzungs-steuernden Membran und entsteht durch die Diffusion der
gelodsten Wirkstoffe aus dem Kernpolymer in die Membran (99). Die Wirkstofffreisetzung
aus Vaginalringen vom Reservoir-Typ folgt einem Mechanismus, der hauptséchlich auf
der Permeation der Wirkstoffe beruht (60). Zunachst missen sich die Wirkstoffe im
Kernpolymer Iésen. AnschlieRend diffundieren die geldsten Wirkstoffmolekile innerhalb
des Kernpolymers an die Grenzschicht zwischen Kern- und Membranpolymer. Im
nachsten Schritt erfolgt die Verteilung der Wirkstoffe im Membranpolymer und diese
diffundieren schliel3lich an die Grenzschicht zwischen Membranpolymer und dem
umgebenden Medium (Vaginalfluid bzw. Freisetzungsmedium) (64). Aufgrund des

Konzentrationsgefalles diffundieren die Wirkstoffe in das umgebende Medium. Im Fall
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des NuvaRings® hat das Material des Membranpolymers einen kleineren
Permeabilitatskoeffizienten als das Material des verwendeten Kernpolymers (99).
Dadurch kann es wahrend der Lagerung des Vaginalrings zur Sattigung des
Membranpolymers kommen. Diese Sattigung kann eine schnellere Freisetzung der
beiden Wirkstoffe (EE und ENG) aus der Membran innerhalb der ersten Tage nach
Einsetzen in die Vagina zur Folge haben. Diese hoheren freigesetzten Dosen kénnen
fur EE im Plasmaspiegel meist innerhalb des ersten Tages als burst release beobachtet
werden und zu unerwiinschten Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen fiihren. Dartber hinaus ist das Ausmaf} des in vivo beobachteten burst
release abhangig vom Design und den Probennahmezeitpunkten der klinischen Studie,
der Dauer der Lagerung der Vaginalringe und fir einige Arzneistoffe, wie z.B.
Steroidhormone, vom Albumin- und SHBG-Plasmaspiegel (siehe Abbildung 5 und 6).
Vor allem fiir die ENG-Plasmaspiegel hat die Menge an SHBG im Plasma einen grofl3en
Einfluss auf die freie und ungebundene ENG-Konzentration, da ENG eine grol3e Affinitat
zur Bindung an SHBG besitzt (104, 105). Die Bildung von SHBG wird durch die
Anwesenheit von EE verstarkt, weshalb aus den Vaginalringen mit dieser
Wirkstoffkombination eine wesentlich grélere Menge an ENG freigesetzt werden muss,
damit die im systemischen Kreislauf geloste, frei verfiigbare ENG-Menge die
gewilnschte Wirkung erzielen kann. Durch die Bindung von ENG an SHBG und Albumin
wird fir ENG in vivo kein burst release beobachtet (siehe Abbildung 5 und 6). EE
hingegen bindet nur an Albumin und befindet sich in Konkurrenz mit ENG um diese
Bindung. Einen weiteren Einfluss auf die beobachteten ENG-Plasmaspiegel in einer
klinischen Studie kann die Anwendung eines kontrazeptiven Vaginalrings oder eines
anderen Kontrazeptivums mit EE vor Beginn der klinischen Studie haben. Wird zwischen
dem Beginn der Kklinischen Studie und der Anwendung eines EE-haltigen
Kontrazeptivums keine ausreichende Auswaschphase eingehalten, kann die Bindung
zwischen ENG und SHBG gesattigt sein. Die gesattigte Bindung wiederum kann einen
Einfluss auf den ungebundenen ENG-Anteil und die beobachteten ENG-Plasmaspiegel,
welche in der klinischen Studie erfasst werden sollen, haben (104, 105, 179).

Um den burst release auch in einem In-vitro-Test erfassen zu kénnen, sollte im
Idealfall unter mindestens zehnfachen Sink-Bedingungen gearbeitet werden. Dass
selbst die Einhaltung von zehnfachen Sink-Bedingungen nicht immer ausreichend ist,
um die Freisetzung nicht zu beeinflussen, zeigten Externbrink et al. (89). In ihren
Untersuchungen konnten Externbrink et al. sowohl einen héheren burst release als auch
eine hohere Freisetzungsrate aus einem EE- und ENG-haltigen Vaginalring des Matrix-

Typs in 200 mL Freisetzungsmedium im Vergleich zu den Ergebnissen, welche in
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100 mL desselben Mediums erzielt wurden, beobachten. Diese Beobachtungen waren
tberraschend, da unter Verwendung von 100 mL Medium bereits zehnfache Sink-

Bedingungen vorlagen (89).

Aufgrund des steigenden Interesses und der Vielfaltigkeit der Wirkstoffe, die in einen
Vaginalring eingearbeitet werden kdnnen, wird es in Zukunft notwendig sein auch den
burst release in einem In-vitro-Modell erfassen zu koénnen, um den In-vivo-
Plasmaspiegel von vielversprechenden Formulierungen sowie Nebenwirkungen, welche
durch den burst release verursacht werden kénnten, abschatzen zu konnen. Die bisher
genutzten Shake-flask-Methoden legen den Fokus nicht auf die Erfassung des burst
release, sondern werden im Rahmen der Entwicklung und Qualitatskontrolle eingesetzt
und sind dementsprechend nicht in der Lage den burst release in einem
aussagekraftigen Ausmalfd zu erfassen. In den meisten in der Literatur beschriebenen
Shake-flask-Methoden werden haufig auch nur einmal taglich Proben entnommen und
anschlie3end das Freisetzungsmedium komplett getauscht (60-63, 67, 68, 72, 89-91,
96, 97, 99, 126-128, 130, 136, 138). Um einen burst release in vitro ausreichend zu
erfassen, mussen jedoch initial zu Beginn der In-vitro-Untersuchungen haufiger als
einmal taglich Proben genommen und analysiert werden, da bei einer einmal taglichen
Probennahme, je nach Ausmald des burst release, mdglicherweise keine Sink-

Bedingungen eingehalten werden kénnen.

Die deklarierten taglichen Freisetzungsraten aus den jeweiligen untersuchten Ringen
werden durch In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen ermittelt. Die finale Wirkstoff-
beladung der Vaginalringe ist ein Ergebnis aus den In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen
und aus Dosisfindungsstudien, welche mit gesunden Probandinnen hinsichtlich des
Aspekts der ausreichenden kontrazeptiven Wirkung durchgefiihrt werden (55, 58, 59,
73, 179-181). In einer Studie untersuchten Rotgeri et al. die In-vitro- und In-vivo-
Freisetzungsraten von drei Anastrozol-Vaginalringen mit unterschiedlichen
Dosierungen. Rotgerietal. verglichen die in vitro ermittelten Anastrozol-
Freisetzungsraten mit den In-vivo-Freisetzungsraten von Anastrozol in Javaneraffen,
welche durch die verbleibende Wirkstoffmenge im Vaginalring durch Extraktion von
Anastrozol aus den Ringen nach Studienende bestimmt wurden, miteinander (182).
Weiterhin fanden Rotgeri etal. eine gute Ubereinstimmung zwischen der In-vivo-
Freisetzungsrate, welche durch die Ex-vivo-Extraktion der Vaginalringe gewonnen
wurde (15, 54 und 277 pg/d) und der aus dem Steady-state-Plasmaspiegel und der
Plasma-Clearance kalkulierten In-vivo-Freisetzungsrate von Anastrozol (16, 66 und

278 pg/d). Auch die In-vitro-Freisetzungsraten von Anastrozol (16, 64 und 306 ug/d)
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zeigten fur einen Zeitraum von 30 Tagen eine gute Ubereinstimmung mit den in vivo
beobachten Anastrozol-Freisetzungsraten (182). Jedoch ist das Ergebnis der
Bestimmung der taglichen Freisetzungsrate von Vaginalringen des Reservoir-Typs
abhangig von den verwendeten Testmethoden (siehe Abbildung 32 und 42) und den
Probennahmezeitpunkten, welche meistens mit einem kompletten Austausch des

Mediums einhergehen.

Um den Einfluss der verwendeten Testmethode und den Probennahmezeitpunkten
auf die In-vitro-Freisetzungsraten aus Vaginalringen zu bestimmen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Wirkstofffreisetzung aus zwei Vaginalringen, dem NuvaRing® und dem
Cyclelle®-Ring, mit einer modifizierten Shake-flask-Methode und einem neu entwickelten
Freisetzungsmodell fur Vaginalringe untersucht. Der NuvaRing® wurde im Jahr 2002 als
erster kombinierter kontrazeptiver Vaginalring zugelassen und besteht im Kern aus
PEVA mit einem VA-Gehalt von 28 %. Das Membranpolymer des NuvaRings® besteht
aus PEVA mit einem VA-Gehalt von 9 %. Die zweite untersuchte Formulierung
(Cyclelle®-Ring) war aus anderen Polymeren zusammengesetzt als der NuvaRing®
(siehe Abbildung 9). Als Kernpolymer wurde im Cyclelle®-Ring ein Polyurethan mit nicht
genau spezifizierter Zusammensetzung hinsichtlich der verwendeten
Ausgangsmaterialien fur die Polymerisationsreaktion verwendet. Als wirkstofffreies, den
Kern umgebendes Membranpolymer wurde PEVA mit einem VA-Gehalt von 28 %
verwendet. Der VA-Gehalt in PEVA beeinflusst die Diffusion von Steroiden durch das
verwendete Polymer (99, 101, 183). Shin und Byun untersuchten die Permeation von
EE durch verschiedene PEVA-Matrices mit einem VA-Gehalt von 18 %, 33 % und 40 %
in einer Zweikammerdiffusionszelle bei 37 °C (183). Sie konnten beobachteten, dass mit
steigendem VA-Gehalt der Permeationskoeffizient von EE stieg. Weiterhin untersuchten
Shin und Byun auch den Einfluss der Membrandicke auf die EE-Permeabilitat durch die
verschiedenen PEVA-Membranen. Dabei beobachteten sie eine Abhangigkeit der EE-
Permeationsrate von der Membrandicke (183). Ahnliche Ergebnisse wurden in einer
Versuchsreihe von van Laarhoven etal. beobachtet (99). Van Laarhoven et al.
untersuchten das In-vitro-Freisetzungsverhalten von EE und ENG aus Vaginalringen
vom Reservoir-Typ aus PEVA (99). Konstante Freisetzungsraten kdnnen nur erzielt
werden, wenn die Permeabilitdt der Wirkstoffe im Kernpolymer gréRer ist als die
Permeabilitat im Membranpolymer. Nur wenn diese Voraussetzung erfillt ist, wird die
Freisetzungsrate hauptsachlich durch das Membranpolymer gesteuert. Fir die
Untersuchungen wurden PEVA mit einem VA-Gehalt von 28 % und 9 % herangezogen.
EE und ENG besitzen eine gute Loslichkeit und Permeabilitat in PEVA mit einem VA-

Gehalt von 28 %. Die gute Loéslichkeit und Permeabilitét wird durch einen hohen Anteil
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an VA-Gruppen erzielt, da diese die Kristallisation der Polyethylen-Ketten inhibieren und
dadurch gleichzeitig auch die Flexibilitat des Materials erhéhen (184). Im Gegensatz
dazu besitzen EE und ENG in PEVA mit einem VA-Gehalt von 9 % eine geringere
Laslichkeit und Permeabilitdt, weshalb dieses Polymer auch als freisetzungs-steuerndes
Membranpolymer ausgewahlt wurde (99). Im generischen Cyclelle®-Ring wurde ein
Polyurethan als Kernpolymer verwendet. Die Eigenschaften von Polyurethanen kénnen
durch die Wahl der verwendeten Isocyanat-Komponente und der Polyol-Komponente
sowie durch den Einbau eines Kettenexpanders z.B. die Freisetzungsraten und das
Quellungsvermogen des Polymers beeinflussen (185). Wéahrend der in dieser Arbeit
durchgefuhrten Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen mit der modifizierten Shake-flask-
Methode wurde die Quellung beider untersuchter Vaginalringe miterfasst. Fir den
Cyclelle®-Ring wurde ein leicht hoheres Quellungsvermdgen als fur den NuvaRing®
beobachtet. Dies legt nahe, dass hydrophile und wasseraufnahmefahige Polyol-
Komponenten im Cyclelle®-Ring verarbeitet worden sein konnten (62, 186). Die exakte
Zusammensetzung des Polyurethans, welches fur den Cyclelle®-Ring verwendet wurde,
wird in der Fachinformation des Cyclelle®-Rings jedoch nicht aufgeschlisselt (187).
Neben der Auswahl anderer Polymere fir den Kern und die Membran, ist auch die
Wirkstoffbeladung des Cyclelle®-Rings im Vergleich zum NuvaRing® fur EE etwas hoher
(3,47 mg vs. 2,7 mg) und fur ENG etwas niedriger (11,0 mg vs. 11,7 mg) (108, 114, 187).
Des Weiteren liegen im NuvaRing® sowohl EE als auch ENG in einem Ubersattigten
Zustand im Kernpolymer vor. Dies bedeutet, dass sich sowohl kristallines als auch im
Polymer geldstes EE und ENG im Kernpolymer (PEVA mit einem VA-Gehalt von 28 %)
befinden (99, 101). Im Gegensatz dazu liegen die inkorporierten Mengen an EE und
ENG im Cyclelle®-Ring unterhalb der Sattigungskonzentration im verwendeten
Polyurethan (108).

Zur Bestimmung der In-vitro-Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen wurden bisher
haufig sogenannte Shake-flask-Methoden verwendet. Ein Ziel dieser Arbeit war die
Entwicklung eines neuen Freisetzungsmodells fiir Vaginalringe, welches in der Lage
sein sollte sowohl die In-vitro-Freisetzungsraten als auch den burst release von EE- und
ENG-haltigen Vaginalringen vom Reservoir-Typ zu bestimmen. In das neue
Freisetzungsmodell sollte ein biorelevanter Aspekt zur Simulation der Permeation von
Steroidhormonen durch das vaginale Epithel eingebracht werden. Des Weiteren sollte in
dem neu entwickelten Freisetzungsmodell auch die Permeation von EE und ENG aus
dem Vaginalepithel in den systemischen Kreislauf simuliert werden. Das zu entwickelnde
Freisetzungsmodell sollte den Anforderungen, welche die internationalen Arzneibilicher

an ein solches stellen, erfiullen. Es sollte inert, robust und Uber den Zeitraum der
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Untersuchung besténdig sein und keinen Wirkstoff adsorbieren. Als Verfahren zur
Fertigung des neuen Freisetzungsmodells schien der 3D-Druck geeignet zu sein (188,
189). Das fur den 3D-Druck haufig verwendete Material PLA wurde hinsichtlich der
genannten Anforderungen untersucht. Sowohl EE als auch ENG adsorbierten nicht an
PLA (siehe Abbildung 33) und die mithilfe des 3D-Drucks erstellte Freisetzungszelle

selbst war in ihrer Form tber den Untersuchungszeitraum bestandig.

Im finalen Setup des neu entwickelten Freisetzungsmodells wurden ein nicht-
hydrophobisiertes 2 %-iges Agarose-Gel und ein aufReres Kompartiment als weitere
Kompartimente implementiert, um die Permeation in das vaginale Epithel und den
systemischen Kreislauf, welche in vivo auch nach Freigabe der Wirkstoffe aus dem
Vaginalring erfolgt, zu simulieren. Dabei sollte das verwendete Gel keine
Diffusionsbarriere fur die Wirkstoffe darstellen, sondern eine Diffusion von einem in das
andere Kompartiment ermoglichen. Ahnliche Ansatze wurden bereits bei
Freisetzungsuntersuchungen fir Stents zur Simulation der Absorption von Wirkstoffen
durch GefaRwénde verfolgt (151, 152, 155, 190). Die Menge an EE und ENG, welche
sich zu jedem Zeitpunkt im Gel wiederfindet, ist abhangig von der Wirkstofffreisetzung
aus dem Vaginalring und dem Verteilungskoeffizienten zwischen dem nicht-
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel und den verwendeten Freisetzungsmedien.
Der Verteilungskoeffizient von EE und ENG zwischen verschiedenen Gelen und
ausgewahlten Freisetzungsmedien wurde in Vorversuchen experimentell bestimmt und
spielt im spater verwendeten Freisetzungsmodell eher eine untergeordnete Rolle, da
sich im finalen Freisetzungsmodell ein weiteres Kompartiment befindet, in welches die
beiden Steroidhormone diffundieren kénnen. Nach jedem kompletten Austausch des
Freisetzungsmedium im inneren und &uReren Kompartiment diffundieren beide
Steroidhormone aufgrund des Konzentrationsgefalles aus dem
Permeationskompartiment in das mit frischem Freisetzungsmedium beflllte innere und
auBBere Kompartiment. Dadurch nimmt die Konzentration an EE und ENG im
Permeationskompartiment wieder ab. In den durchgefiihrten In-vitro-Untersuchungen
mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell fir Vaginalringe erfolgte ein stetiger
Austausch beider Steroidhormone zwischen dem 2 %-igen Agarose-Gel
(Permeationskompartiment) und den Freisetzungsmedien im inneren und &uf3eren
Kompartiment. Aus diesem Grund sind die durchgefuhrten und in Abschnitt 3.3.6
beschriebenen  Miniaturversuche zur Bestimmung der Wirkstoffmenge im
Permeationskompartiment keine exakte Abbildung dessen, was aufgrund von
Diffusionsprozessen im Freisetzungsmodell geschieht, stellen aber eine Naherung dafir

dar. Um die exakte Menge an EE und ENG im nicht-hydrophobisierten 2 %-igen
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Agarose-Gel zu jedem Probennahmezeitpunkt wahrend des Versuches zu bestimmen,
missten zu jedem Probennahmezeitpunkt Abbruchversuche erfolgen, welche einen
hohen Materialverbrauch mit sich bringen wirden. In einem Vorversuch wurde auch ein
hydrophobisiertes 2 %-iges Agarose-Gel als Permeationskompartiment in das neu
entwickelte Freisetzungsmodell implementiert, die Wirkstofffreisetzung aus dem
NuvaRing® mit diesem Setup untersucht und die Menge an EE und ENG nach 21 d im
hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel durch Extraktion bestimmt. Die extrahierten
EE- und ENG-Mengen unterschieden sich in dem nicht-hydrophobisierten 2 %-igen und
dem hydrophobisierten 2 %-igen Agarose-Gel nach 21d nur geringfugig (siehe
Abschnitt 3.3.5). Aus diesem Grund wurde zunachst das nicht-hydrophobisierte 2 %-ige
Agarose-Gel als Permeationskompartiment fir das neu entwickelte Freisetzungsmodell
gewdahlt. Um die Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen in dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell noch biorelevanter zu gestalten, sollte zukinftig ein eher
hydrophobes Permeationskompartiment verwendet werden, da auch das vaginale
Epithel kein rein hydrophiles Gewebe darstellt (79, 153, 154). Dennoch stellen die
bisherigen Ergebnisse, welche in VFS+G mit einem Zusatz von 0,75 % SDS in dem neu
entwickelten Modell und mit der Verwendung des nicht-hydrophobisierten 2 %-igen

Agarose-Gels erhalten wurden, einen vielversprechenden Ansatz dar.

Das verwendete nicht-hydrophobisierte 2 %-ige Agarose-Gel war nicht selektiv fur die
Diffusion von Wirkstoffen und lonen. Dadurch wurde auch eine Diffusion der einzelnen
Pufferbestandteile in die verschiedenen Kompartimente méglich. In einem Versuch, in
dem VFS+G (pH 4,20) als Freisetzungsmedium im inneren Kompartiment und PBS (pH
7,40) als Freisetzungsmedium im auf3eren Kompartiment eingesetzt wurden, erfolgte
nach der letzten Probennahme eine Messung des pH-Werts im inneren Kompartiment.
Die pH-Wert-Messung diente als Kontrolle, um sicherzustellen, dass sich die beiden
Medien wahrend des Versuchs nicht durchmischten. Die pH-Messung im inneren
Kompartiment ergab im Mittel einen pH-Wert von 4,5. Dieser war etwas hoher als der
urspriingliche pH-Wert von VFS+G (pH 4,20), aber dennoch reprasentativ fiir das
humane Vaginalmilieu (77, 78, 81).

Trotz der etwas geringeren Léslichkeit von EE und ENG in PBS mit einem Zusatz von
0,5 % SDS im Vergleich zu den bestimmten Loslichkeiten von EE und ENG in VFS+G
mit einem Zusatz von 0,5 % SDS, wurde in dem neu entwickelten Freisetzungsmodell
sowohl im inneren als auch im &duRBeren Kompartiment in den
Freisetzungsuntersuchungen mit einem Zusatz von 0,5 % SDS gearbeitet. In allen

Versuchen in dem neu entwickelten Freisetzungsmodell, in denen dem inneren und dem
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auBBeren Kompartiment 0,5 % SDS zugesetzt wurden, wurden auch im &uf3eren
Kompartiment wenigstens zehnfache Sink-Bedingungen fur ENG erreicht. Fur EE
wurden aufgrund der besseren Ldslichkeit und der geringeren Freisetzungsrate in allen
Versuchen mit einem 0,5 %-igen SDS-Zusatz wenigstens 180-fache Sink-Bedingungen

erreicht.

Um die erhaltenen Ergebnisse der Wirkstofffreisetzung aus beiden untersuchten
Vaginalringformulierungen (NuvaRing® und Cyclelle®-Ring), die mit der modifizierten
Shake-flask-Methode und mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell erhalten
wurden, hinsichtlich ihrer Plausibilitat beurteilen zu konnen, wurden diese mit den
Spezifikationen der Wirkstofffreisetzung des Herstellers des NuvaRings®, welche mit
dem ,automated control release system*“ erhalten wurden und in Tabelle 18 gegeben
sind (191), verglichen.

Tabelle 18: Spezifikation des Herstellers fiir die In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen des NuvaRings®
laut Zulassungsunterlagen (191).

NuvaRing®
EE (ung/d) ENG (pg/d)
Tag 1 <30 <360
Tag 2-21 10-20 96-144
Tag 21 =10 >80

Unter Anwendung der Testbedingungen, der Methode des ,automated control release
system“ und der Annahme, dass in diesen Versuchen nur einmal taglich das
Freisetzungsmedium komplett getauscht wurde, werden fir ENG am ersten Tag der
Prifung der Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® nur maximal dreifache Sink-
Bedingungen erreicht. Es ist anzunehmen, dass in Versuchen mit hdéheren Sink-
bedingungen der burst release aus diesem Vaginalring in einem ausgepragteren
Ausmal’ auftreten konnte. Basierend auf den Spezifikationen, welche vom Hersteller in
den Zulassungsunterlagen fir den NuvaRing® angegeben wurden, wurden fiir die dort
aufgeflihrten Zeitabschnitte die mittleren Freisetzungsraten aus den Versuchen mit dem
NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring, welche in VFS+G mit einem Zusatz von 0,5 % SDS
mit der modifizierten Shake-flask-Methode und in VFS+G und PBS mit einem Zusatz
von 0,5% SDS mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell bestimmt wurden,
berechnet. Die Werte der mittleren In-vitro-Freisetzungsraten fur die Wirkstofffreisetzung
aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring, welche mit der modifizierten Shake-flask-

Methode erhalten wurden, sind in Tabelle 19 gegeben.
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Tabelle 19: Mittlere Freisetzungsraten flr Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel (ENG) fiir die In-vitro-
Freisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring, determiniert in VFS+G mit einem
Zusatz von 0,5 % SDS als Freisetzungsmedium mit der modifizierten Shake-flask-Methode
(MW aus n=3); VFS+G: Vaginalfluid-simulierendes Medium mit Glucose, SDS:
Natriumdodecylsulfat.
NuvaRing® Cyclelle®
EE (ug/d) ENG (ug/d) EE (ug/d) ENG (ug/d)
Tag 1 32 248 38 321
Tag 2-21 20 144 21 180
Tag 21 17 122 21 142

Unter Verwendung der modifizierten Shake-flask-Methode und den haufigeren
Probennahmezeitpunkten Uberschritten sowohl der NuvaRing® als auch der Cyclelle®-
Ring die zulassigen EE-Werte der Spezifikationen des NuvaRing®-Herstellers fur den
burst release (Tag 1). Fur den Abschnitt von Tag 2-21 liegt der NuvaRing® noch
innerhalb der angegebenen Grenzen fur EE und ENG, der Cyclelle®-Ring hingegen
Uberschreitet sowohl fur EE als auch fur ENG die zulassigen Werte der Spezifikation fiir
die In-vitro-Freisetzungsuntersuchungen des NuvaRing®-Herstellers (siehe Tabelle 18),
welche als Referenz aufgrund fehlender Angaben zu den EE- und ENG-
Freisetzungsraten aus dem Cyclelle®-Ring gewahlt wurden. In Tabelle 20 sind die
berechneten mittleren In-vitro-Freisetzungsraten fur die Wirkstofffreisetzung aus dem

NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring gegeben.

Tabelle 20: Mittlere Freisetzungsraten fiir Ethinylestradiol (EE) und Etonogestrel (ENG) fir die In-vitro-
Freisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring, determiniert in VFS+G und PBS
mit einem Zusatz von 0,5 % SDS als Freisetzungsmedium mit dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell unter Berlicksichtigung der freigesetzten Mengen im inneren und
auleren Kompartiment (MW aus n = 3); VFS+G: Vaginalfluid-simulierenden Medium mit
Glucose, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

NuvaRing® Cyclelle®
EE (ug/d) ENG (ug/d) EE (ug/d) ENG (ug/d)
Tag 1 24 204 31 278
Tag 2-21 17 138 13 123
Tag 21 15 117 13 107

Die mittleren Freisetzungsraten, welche unter Verwendung des neu entwickelten

Freisetzungsmodells in VFS+G und PBS mit einem Zusatz von 0,5 % SDS erhalten
wurden, liegen fir beide Steroidhormone des NuvaRings® innerhalb der Grenzen der

Spezifikation des NuvaRing®-Herstellers. Der EE burst release des Cyclelle®-Rings
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Uberschreitet den Wert der Spezifikation des Originatorpraparates von 30 pg/d nur leicht.
Der Wert des zulassigen ENG burst release wurde vom Cyclelle®-Ring nicht
tberschritten und auch die Freisetzungsraten fur beide Steroidhormone liegen fir den
Zeitraum von Tag 2-21 innerhalb der zulassigen Grenzen der Spezifikationen (siehe
Tabellen 18 und 20). Die EE- und ENG-Freisetzungsraten, welche mit der modifizierten
Shake-flask-Methode erhalten wurden, sind groRBer als die EE- und ENG-
Freisetzungsraten, welche mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell fir Vaginal-
ringe erhalten wurden. Jedoch sind diese berechneten Freisetzungsraten keine gute
Darstellung dessen, was tatsachlich relevant fir die Beurteilung des burst release ist. In
dem neu entwickelten Freisetzungsmodell lasst sich der burst release deutlich besser
erfassen als in der modifizierten Shake-flask-Methode (siehe Abbildung 32 und 42), weil
physiologisch relevantere Testbedingungen sowie ein fur die Absorption zur Verfigung
stehendes Kompartiment eingesetzt wurden. Die freigesetzte Menge an
Steroidhormonen wahrend des burst release wird kontrolliert durch die Ldslichkeit im
Freisetzungsmedium und den Diffusionskoeffizienten im Polymer (192). Die Freisetzung
von EE und ENG aus dem NuvaRing® sank in der modifizierten Shake-flask-Methode
langsam Uber einen Zeitraum von sieben Tagen. Zu Beginn der Untersuchungen mit
dem NuvaRing® wurden ~32 pug EE und ~248 ug ENG pro Tag aus dem Vaginalring
freigesetzt. Nach sieben Tagen erreichte die EE-Freisetzung einen Wert von ~20 ug/d
und die ENG-Freisetzung einen Wert von ~151 pg/d. Ahnliche Beobachtungen konnten
fur die EE-und ENG-Freisetzung aus dem Cyclelle®-Ring gemacht werden. Zu Beginn
der Untersuchungen mit der modifizierten Shake-flask-Methode wurden ~38 pug EE und
~321 ug ENG aus dem Cyclelle -Ring freigesetzt. Uber einen Zeitraum von sieben
Tagen sank die EE-Freisetzung aus dem Cyclelle®-Ring auf ~21 ug/d und die ENG-
Freisetzung auf ~200 pg/d. In den darauffolgenden Tagen nahmen die Freisetzungs-
raten anschlieRend einen anndhernd konstanten Wert von ~19 pg/d EE und ~137 pg/d
ENG aus dem NuvaRing® und von ~21 pg/d EE und ~164 ug/d ENG aus dem Cyclelle®-
Ring an (siehe Abbildung 32). Im Gegensatz dazu erfolgte in dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell am ersten Tag eine schlagartige Freisetzung von EE und ENG
(siehe Tabelle 20). Am zweiten und dritten Tag der Freisetzungsuntersuchungen sank
die Freisetzung beider Wirkstoffe und ab dem vierten Tag konnte eine annahernd
konstante Freisetzung beider Steroidhormone beobachtet werden. Aus dem NuvaRing®
wurden nach vier Tagen ~17 ug/d EE und ~135 pg/d ENG und aus dem Cyclelle®-Ring
~13 pg/d EE und ~119 pg/d ENG freigesetzt (siehe Abbildung 42). Diese Beobachtung
der schlagartig abfallenden Wirkstofffreisetzung in dem neu entwickelten Modell ist in

guter Ubereinstimmung mit den in vivo beobachten EE-Plasmaspiegeln, welche
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ebenfalls ca. vier Tagen nach Einsetzen der Vaginalringe einen anndhernd konstanten
Plasmaspiegel erreichen, der eine Folge der konstanten Freisetzung der Wirkstoffe aus
den Vaginalringen darstellt (siehe Abbildung 5 und 6). Trotz der komplexen
Versuchsbedingungen, welche in dem neu entwickelten Modell vorlagen, und den
Unterschieden zu der Methode mit dem ,automated release control system®, welches fur
die Erstellung der Spezifikationen genutzt wurde, lagen die berechneten mittleren In-
vitro-Freisetzungsraten fur die untersuchten Vaginalringformulierungen innerhalb der
Herstellerspezifikationen. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch ein biorelevantes
Freisetzungsmodell dafiir geeignet ist im Rahmen der Qualitatskontrolle zur Bestimmung
der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen vom Reservoir-Typ eingesetzt zu werden. Ein
weiterer Vorteil eines biorelevanten und biopradiktiven Freisetzungsmodells ist die
Mdglichkeit zur Vorhersage von In-vivo-Plasmaspiegeln. Die Vorhersage von In-vivo-
Plasmaspiegeln kann wahrend der Formulierungsentwicklung von Bedeutung sein. Im
Jahr 2018 wurde der erste zum NuvaRing® generische Vaginalring zugelassen und eine

Bioaquivalenzstudie publiziert (108).

Algorta et al. beobachteten in ihrer klinischen Studie, dass trotz der hoheren EE-
Beladung des generischen Vaginalrings, der EE burst release in vivo in dem
Behandlungsarm mit dem generischen Produkt im Vergleich zum NuvaRing® geringer
war (108). Weiterhin wurde in dieser Bioaquivalenzstudie beobachtet, dass nach 10-12 h
nach dem Einsetzen der Vaginalringe die EE- und ENG-Plasmakonzentrationen fiir
beide untersuchten Ringe &hnliche Werte annahmen (108). Eine &hnliche Beobachtung
konnte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten In-vitro-Versuchen mit der
modifizierten Shake-flask-Methode und in den In-vitro-Versuchen mit dem neu
entwickelten Freisetzungsmodell gemacht werden. In den durchgefihrten In-vitro-
Versuchsreihen folgte die Freisetzung beider Steroidhormone nach dem Zeitpunkt
t=16 h einer Kinetik 0. Ordnung. Die Unterschiede, welche in vivo zwischen dem
NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring beobachtet werden konnten, lassen sich vermutlich
auf die unterschiedlichen Permeations- und Diffusionskoeffizienten von EE im jeweiligen
Polymer erklaren. Des Weiteren ist die den Kern umgebene Membran des Cyclelle®-
Rings (150 um) dicker als die des NuvaRings® (110 um). Im weiteren Verlauf der
klinischen Studie wurde jedoch eine etwas héhere EE-Freisetzung aus dem Cyclelle®-
Ring im Vergleich zum NuvaRing® beobachtet, welche aufgrund der hoheren
Wirkstoffbeladung auch  zu  erwarten wéare. Auch in den In-vitro-
Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen mit der modifizierten Shake-flask-Methode konnte
eine etwas htéhere EE-Freisetzung beobachtet werden. In den Versuchen mit dem neu

entwickelten Freisetzungsmodell wurde jedoch eine etwas geringere EE-
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Freisetzungsrate fir den Cyclelle®-Ring im Vergleich zum NuvaRing® beobachtet (siehe
Abbildung 42). Interessanterweise lasst sich trotz der geringeren ENG-Beladung im
Cyclelle®-Ring die entgegengesetzte Tendenz fir ENG, also eine hohere ENG-
Freisetzung aus dem Cyclelle®-Ring im Vergleich zum NuvaRing®, in den durchgefiihrten
In-vitro-Versuchen beobachten. Dies lasst sich moglicherweise zum einem mit dem
Vorliegen einer amorphen Dispersion im Cyclelle®-Ring und dadurch einer schnelleren
Losungsgeschwindigkeit von ENG an der Grenzflache und zum anderen mit der
besseren Loslichkeit von ENG in PEVA 28 (Membranpolymer des Cyclelle®-Rings) im
Vergleich zu PEVA 9 (Membranpolymer des NuvaRings®) erklaren (99).

Weiterhin untersuchten Algorta et al. in ihrer Studie, ob der generische Ornibel®-Ring
und der NuvaRing® bioaquivalent sind (108). Eine Bioaquivalenz-Studie bewertet, ob
eine Austauschbarkeit von zwei Arzneimitteln mit dem gleichen Wirkstoff, aber
unterschiedlichen  Herstellungsverfahren und/oder Hilfsstoffen, gegeben ist.
Algorta et al. zogen in der Bioaquivalenzstudie die pharmakokinetischen Parameter Cmax,
AUC.504n und AUC,. fir die Beurteilung der Bioaquivalenz heran (108, 193, 194). Die
untersuchten pharmakokinetischen Parameter fir beide Wirkstoffe lagen innerhalb des
geforderten Konfidenzintervalls von 80 - 125 %. Auch im Vergleich mit anderen In-vivo-
Studien, in denen der NuvaRing® getestet wurde, fanden sich ahnliche maximale EE-
und ENG-Plasmaspiegelkonzentrationen (106—108). Aufgrund der fehlenden Richtlinie
tber den Nachweis der Bioaquivalenz von Vaginalringen und fehlender Empfehlungen
zur Uberprifung der Bioaquivalenz aus diesen Produkten, ist fraglich, ob diese drei
pharmakokinetischen = Parameter  geeignet sind, um eine  generische
Vaginalringformulierung als bioaquivalent zu bezeichnen, welche zusatzlich eine andere

Gesamtdosierung und auch andere Hilfsstoffe als das Originalprodukt aufweist.

Fur eine ausreichend kontrazeptive Wirkung muss eine systemisch wirksame und frei
verfligbare Menge von EE und ENG im Plasma zirkulieren. Um abschéatzen zu kénnen,
ob zwischen der im humanen Plasma gemessenen EE-Konzentration und der in vitro
freigesetzten EE-Menge ein Zusammenhang besteht, wurden die in vivo gemessenen
EE-Plasmakonzentrationen nach der Methode von Wagner-Nelson dekonvuliert (162—
164). Die im Rahmen dieser Arbeit dekonvulierten EE-Plasmadaten wurden dann mit
der kumulativ freigesetzten EE-Menge korreliert, um eine IVIVC zu etablieren. Der in
vitro beobachtete burst release aus den untersuchten Vaginalringen folgt keiner Kinetik
0. Ordnung (99, 192). Aus diesem Grund wurden fir die IVIVC nur die In-vitro-
Freisetzungsdaten einbezogen, die einer Kinetik 0. Ordnung folgen. Sowohl fur die

Freisetzungsergebnisse, die mit der modifizierten Shake-flask-Methode erzielt wurden
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als auch fir solche, die in Versuchen im neu entwickelten Freisetzungsmodell erhalten
wurden, konnte ein linearer Zusammenhang zwischen in vivo absorbierter EE-Menge
und in vitro freigesetztem EE bestatigt werden. In der klinischen Studie von Algorta et al.
(108) wurden sowohl freies als auch gebundenes EE erfasst, in der unpublizierten
klinischen Studie (109) jedoch nur das freie EE. Eine IVIVC wurde auch fir den
NuvaRing® in den Zulassungsunterlagen etabliert, jedoch folgte diese nicht den Kriterien
der entsprechenden Richtlinie und wurde dennoch aufgrund der Komplexitat der
Darreichungsform akzeptiert (191, 195). Auch andere Forschungsgruppen versuchten
die In-vitro-Freisetzungsraten von unterschiedlichen Wirkstoffen mit den In-vivo-
Plasmadaten aus verschiedenen Tiermodellen zu korrelieren (129, 196-198). Es konnte
jedoch kein Zusammenhang zwischen den In-vitro-Freisetzungsdaten und den In-vivo-
Plasmadaten beobachtet werden. Dies kann u.a. auch an den komplexen und variablen
Bedingungen in der Vagina selbst sowie an der Einfachheit der In-vitro-Testmethoden
zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung fur Vaginalringe liegen (196). Aus diesem
Grund ist die erhaltende Korrelation mit dem neu entwickelten Freisetzungsmodell als
besser geeignet einzuschatzen, da im neu entwickelten Freisetzungsmodell nicht nur die
Diffusion der Wirkstoffe aus dem Vaginalring, sondern auch die Permeation dieser durch
ein weiteres Kompartiment, welches das vaginale Epithel darstellen soll, berticksichtigt
wird. Die Anstiege der jeweiligen Regressionsgerade deuten darauf hin, dass die In-
vitro-Wirkstofffreisetzung schneller war als die In-vivo-Absorption. Die schnellere In-
vitro-Freisetzung kann auf das Vorhandensein von zehnfachen Sink-Bedingungen
zurlickzuftihren sein, welche fir EE und ENG in vivo im humanen Vaginalfluid nicht
vorhanden sind. Weiterhin hangt die Resorption von EE und ENG auch von der Dicke
des vaginalen Epithels ab, welche im Verlauf des Menstruationszyklus variiert (199). Das
entwickelte Modell und auch die Berechnung der absorbierten Fraktion nach der
Methode von Wagner-Nelson stellen eine erste Naherung da, um zu tberprifen, ob ein
linearer Zusammenhang zwischen der In-vitro-Wirkstofffreisetzung aus einem
Vaginalring und dem gemessenen In-vivo Plasmaspiegel besteht. Basierend auf den
determinierten In-vitro-Daten und In-vivo-Daten aus zwei verschiedenen Kklinischen
Studien konnte eine IVIVC fur zwei kommerziell erhaltliche EE- und ENG-haltige

Vaginalringe etabliert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung von Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus
verschiedenen Arzneiformen hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Einerseits werden diese Methoden im Rahmen der routinemafigen
Qualitatskontrolle genutzt, andererseits konnen diese Methoden auch in einer friihen
Phase der Entwicklung einer neuartigen Darreichungsform hilfreich sein. Weiterhin
werden heutzutage auch biorelevante Aspekte in Methoden zur Bestimmung der
Wirkstofffreisetzung eingebracht, um aus den Ergebnissen der In-vitro-
Wirkstofffreisetzung maogliche In-vivo-Profile vorherzusagen. Aufgrund der steigenden
Anzahl an langwirksamen Arzneimitteln auf dem Markt wird die Nachfrage nach
beschleunigten Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung auch von Seiten der
Behorden steigen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von diskriminierenden und
beschleunigten Methoden zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen unterschiedlicher PartikelgréRen. Auf Grundlage der zu
entwickelnden Methode sollte es demnach mdglich sein, trotz Beschleunigung der
Methode zwischen den verschiedenen Partikelgrof3en, welche in einem Bereich von 8-
41 um lagen, zu unterscheiden. Zunachst wurde die Sattigungsloslichkeit von LNGB in
verschiedenen Medien, welche spater in den Freisetzungsuntersuchungen eingesetzt
werden sollten, bestimmt. Aufgrund der schlechten Léslichkeit von LNGB in den
Freisetzungsmedien wurde diesen eine variierende Menge an SDS zugesetzt, um die
Ldslichkeit zu steigern. Fur die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung wurden Methoden

sowohl fiir die Blattrihrer-Apparatur als auch fir die Durchflusszelle entwickelt.

In einer ersten Versuchsreihe in der Blattrihrer-Apparatur wurde der Einfluss der
zugesetzten Tensid-Menge auf die Wirkstofffreisetzung untersucht. Um in den
Versuchen mindestens dreifache Sink-Bedingungen einzuhalten, wurden alle
nachfolgenden Versuche mit einem Zusatz von 0,75 % SDS zu dem entsprechenden
Freisetzungsmedium durchgefihrt. In einem systematischen Screening wurde der
Einfluss der Umdrehungsgeschwindigkeit, des Freisetzungsmediums und der
Temperatur in der Blattrihrer-Apparatur untersucht. In allen durchgefiihrten Versuchen
konnten signifikante Unterschiede in den MDTs zwischen der Gruppe der kleineren
Partikel (Suspensionen mit sehr kleinen und kleinen LNGB-Partikeln) und der Gruppe
der gréReren Partikel (Suspensionen mit mittleren und groRen LNGB-Partikeln)

beobachtet werden. Den grofdten Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-

110
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haltigen Injektionssuspensionen zeigte die Erhéhung der Temperatur von 37,0 °C auf
50,0 °C.

Fur die Bestimmung der Wirkstofffreisetzung in der Durchflusszelle wurde sowohl
eine Methode unter Verwendung eines offenen Systems als auch eine Methode fiir die
Verwendung der Durchflusszelle im geschlossenen System entwickelt. Fir beide Modi
wurde der Einfluss der Flussrate (10 mL/min vs. 20 mL/min) untersucht. Die Bestimmung
der Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen Injektionssuspensionen im offenen
System brachte einige Nachteile mit sich. So wurden innerhalb der ersten Minuten trotz
entsprechender Filterpackung die LNGB-Partikel aus der Zelle herausgespult. Dartiber
hinaus wurde durch die relativ hohe Flussrate eine groRe Menge an
Freisetzungsmedium benétigt. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der
Temperaturerhdhung auf die  Wirkstofffreisetzung aus den LNGB-haltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung der Durchflusszellen-Methoden nur im
geschlossenen System untersucht. Ahnlich wie bei den Ergebnissen der
Wirkstofffreisetzung in der Blattriihrer-Apparatur zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Ergebnissen der Wirkstofffreisetzung aus den Suspensionen bei 37,0 °C
und 50,0 °C. Eine Unterscheidung zwischen der Gruppe der kleineren LNGB-Partikel
und den grof3eren LNGB-Partikeln war bei den verschiedenen Flussraten und auch unter

den Testbedingungen der erhdhten Temperaturen méglich.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines neuen biopradiktiven
Freisetzungsmodells fur Vaginalringe. Dieses neue Modell sollte in der Lage sein, den
sogenannten burst release, welcher fir Vaginalringe des Reservoir-Typs beobachtet
werden kann, in vitro zu erfassen. Als burst release wird eine im Vergleich mit der
taglichen Freisetzungsrate initial hohere Freisetzungsrate bezeichnet, welche zu
unerwinschten Nebenwirkungen fiihren kann. Die untersuchten Formulierungen, der
NuvaRing® und der Cyclelle®-Ring, sind Vertreter der Vaginalringe vom Reservoir-Typ.
Vaginalringe vom Reservoir-Typ bestehen aus einem Kernpolymer, welches die beiden
Steroidhormone EE und ENG enthélt. Das Kernpolymer wird wiederum von einer
wirkstofffreien Membran umgeben, welche die Wirkstofffreisetzung der Steroidhormone
aus dem Kernpolymer maf3geblich steuert. Wahrend der Lagerung solcher Vaginalringe
vom Reservoir-Typ diffundieren EE und ENG in die Membran, bis in dieser die beiden
Wirkstoffe in einem gesattigten Zustand vorliegen. Aufgrund der Sattigung der Membran
kommt es nach Einsetzen des Vaginalrings zum Auftreten des burst release. In
bisherigen Versuchen zur Bestimmung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen mit

einfachen Shake-flask-Methoden wurde der burst release nicht erfasst, da haufig nur alle
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24 h eine Probennahme wund anschlieBend ein kompletter Tausch des

Freisetzungsmediums erfolgte.

Das neu entwickelte Freisetzungsmodell sollte biorelevanter gestaltet werden als die
bisherigen Shake-flask-Methoden. Daher wurden in dem neuen Modell zwei weitere
Kompartimente integriert, welche die Absorption der Steroidhormone ahnlich der In-vivo-
Situation, bertcksichtigen sollten. Da die Daten, welche mit dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell erhoben wurden, spéter mit In-vivo-Plasmaspiegeln aus klinischen
Studien mit dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring korreliert werden sollten, wurden
die Probennahmezeitpunkte fir die In-vitro-Wirkstofffreisetzungsuntersuchungen aus
den klinischen Studien adaptiert. Aufgrund der schlechten Ldslichkeit von EE und ENG
und der geringen Volumina, welche im neuen Freisetzungsmodell eingesetzt wurden,
wurde den Freisetzungsmedien 0,5 % SDS zugesetzt, um zehnfache Sink-Bedingungen
zu gewahrleisten. Die Wirkstofffreisetzung aus dem NuvaRing® und dem Cyclelle®-Ring
wurde sowohl mit der modifizierten Shake-flask-Methode als auch mit dem neu
entwickelten Freisetzungsmodell bestimmt. Der burst release wurde mit dem neuen
Freisetzungsmodell besser als mit der modifizierten Shake-flask-Methode erfasst. Auch
die deklarierten taglichen Freisetzungsraten von 120 ug ENG und 15 pug EE aus den
untersuchten  Vaginalringformulierungen wurden in  dem neu entwickelten
Freisetzungsmodell erreicht. Nach dem sogenannten burst release setzten beide
untersuchte Formulierungen EE und ENG nach einer Kinetik 0. Ordnung frei. Die In-
vitro-Freisetzungsdaten, welche einer Kinetik 0. Ordnung folgten, wurden mit den
dekonvulierten In-vivo-Plasmaspiegeln korreliert. Fur beide In-vitro-Methoden konnte fir

EE ein linearer Zusammenhang gefunden werden.

Das neu entwickelte Freisetzungsmodell stellt einen vielversprechenden Ansatz flr
die Prufung der Wirkstofffreisetzung aus Vaginalringen dar. Mit Hilfe des neuen Modells
konnte der burst release aus Vaginalringen vom Reservoir-Typ besser erfasst werden
als mit den bisher verwendeten Shake-flask-Methoden. Trotz der geringen Volumina,
welche im neu entwickelten Freisetzungsmodell eingesetzt wurden, konnten durch den
Zusatz von 0,5 % SDS zehnfache Sink-Bedingungen in beiden Kompartimenten erreicht
und wahrend der Versuche eingehalten werden. Erste Korrelationen mit den aus In-vivo-
Plasmaspiegeln berechneten absorbierten EE-Fraktionen und den kumulativ
freigesetzten EE-Mengen zeigten einen linearen Zusammenhang zwischen der in vivo

absorbierten Fraktion und der in vitro kumulativ freigesetzten Wirkstoffmenge.
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6 SUMMARY

In the last decades, the development of methods for drug release testing of different
dosage forms has gained in importance. These methods are used for quality control and
they can also be useful in early stage development of novel dosage forms. Today,
biorelevant aspects are also included in methods for determining drug release of dosage
forms. The implementation of biorelevant aspects can be a useful tool for predicting in
vivo profiles based on results of in vitro drug release studies. Due to the increasing
number of long-acting dosage forms on the market, there will be an increasing demand

for accelerated drug release methods.

One objective of this thesis was the development of discriminative and accelerated in
vitro test methods for the determination of drug release from LNGB-containing injectable
suspensions of different particle sizes. Based on the method to be developed, it should
be possible to distinguish between the different particle sizes, which were in the range
of 8-41 um, despite acceleration of the method. In a first step, the saturation solubility of
LNGB was determined in different dissolution media. Due to the poor solubility of LNGB
in the investigated dissolution media, a varying amount of SDS (sodium dodecyl sulfate)
was added to increase LNGB solubility in the respective media. For investigating drug
release of the LNGB injectable suspensions, methods for USP apparatus Il and for USP

apparatus 1V were developed.

In a first set of experiments performed in the USP apparatus Il, the influence of the added
amount of SDS was investigated. To reach a minimum of 3-fold sink conditions, all of the
following tests were performed with an addition of 0,75 % SDS. In a systematic
screening, the influence of the agitational speed, the dissolution medium and the
temperature on LNGB drug release in USP apparatus Il was investigated. In all
performed experiments significant differences could be observed between the group of
smaller particles (suspensions with very small and small LNGB particles) and the group
of larger LNGB particles (suspensions with medium and large LNGB particles). The
greatest influence on LNGB drug release from the investigated injectable suspensions

was obtained by increasing the temperature from 37,0 °C to 50,0 °C.

Drug release from LNGB injectable suspensions was also investigated using the USP
apparatus IV (flow-through cell, FTC). The FTC was used either in open-loop or closed-
loop mode. In the open-loop mode as well as in the closed-loop mode the influence of
the flow rate, i.e. 10 mL/min or 20 mL/min, on LNGB release was investigated.

Determining the LNGB release with the open-loop configuration showed several
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disadvantages. During the first minutes of the test LNGB particles were rinsed out
despite appropriate filter packing in the FTC head. In addition, the relatively high flow
rate required a large amount of dissolution medium. For this reason, the influence of the
increased test temperatures on the drug release from the LNGB injectable suspensions
using the FTC was only investigated in the closed-loop configuration. Similar to the
LNGB release results obtained with the USP 2 apparatus, a significant difference
between the results of the LNGB release from the suspensions at 37.0 °C and 50.0 °C
could be observed. A distinction between the group of smaller LNGB particles and the
larger LNGB particles was possible at the different flow rates as well as under test

conditions with elevated temperatures.

Another aim of this thesis was the development of a novel bio-predictive dissolution
method for vaginal rings. This novel method should be able to detect the so-called burst
release in vitro that can be observed for reservoir-type vaginal rings. A burst release is
characterized by an initial high drug release rate compared to daily release rates and
can lead to unwanted side effects. The investigated formulations, the NuvaRing and the
Cyclelle ring, are representatives of the reservoir-type vaginal rings. Reservoir-type
vaginal rings consist of a core polymer in which both APIs, i.e. ethinyl estradiol (EE) and
etonogestrel (ENG) are homogenously dispersed. The core polymer is surrounded by a
drug-free membrane, which controls the release of both APIs. During the storage of such
reservoir-type vaginal rings, EE and ENG diffuse into the membrane until both hormones
are present in a saturated state. Due to the saturation of the membrane, the burst release
occurs after insertion of a vaginal ring. In previous experiments for determining drug
release from vaginal rings with the so-called shake-flask method the burst release was
not detected since samples are only taken every 24 h followed by a complete exchange

of the dissolution medium.

The novel dissolution method should be more biorelevant than the existing shake-flask
methods. Therefore, two further compartments were integrated in the novel dissolution
cell, which should simulate the absorption of EE and ENG similar to the in vivo situation.
Since the data obtained with the novel dissolution method were later to be correlated
with in vivo plasma levels from clinical studies with the NuvaRing and the Cyclelle vaginal
ring, the sampling time points for the in vitro drug release experiments were adapted
from the clinical in vivo studies. Due to the poor solubility of EE and ENG and the low
volumes used in the novel dissolution cell, 0.5 % SDS was added to the dissolution
media to provide tenfold sink conditions throughout the experiment. Drug release from

the NuvaRing® and the Cyclelle® vaginal ring was determined using both the modified

114



Summary

shake-flask method and the novel dissolution method for vaginal rings. The burst release
could be more accurately detected by the novel dissolution method than the commonly
used shake-flask method. The declared daily release rates of 120 ug ENG and 15 pg EE
from the investigated vaginal ring formulations were also achieved with the novel
dissolution method. Following the burst release both investigated vaginal ring
formulations released EE and ENG following zero-order kinetics. The in vitro release
data, which followed a zero-order kinetic, were correlated with the deconvoluted in vivo

plasma levels. For both in vitro methods a linear correlation could be found for EE.

The novel dissolution method represents a promising approach for determining drug
release from vaginal ring formulations. With the help of the novel dissolution method, the
burst release from reservoir-type vaginal rings could be determined better than with the
commonly used shake-flask methods. Despite the low volumes used in the novel
dissolution cell, the addition of 0.5 % SDS allowed tenfold sink conditions in both
compartments throughout experiments. Correlations of the absorbed EE fractions
deconvoluted from in vivo plasma levels and the cumulatively in vitro released EE
amounts showed a linear relationship between the in vivo absorbed fraction and the in

vitro cumulatively released drug amount.
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ANHANG

Materialienverzeichnis

Tabelle 21: Verwendete Substanzen und Materialien.

Substanz/Material Hersteller Charge

Levonorgestrelbutanoat Formula GmbH, Berlin, RS930
Deutschland

Medroxyprogesteronacetat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA MKBQ7260V

Ethinylestradiol Sequoia Research Products, SRP02025e
Pangbourne, GroR3britannien

Etonogestrel Ratiochem, Untersteinach, rc08102010
Deutschland rc01022011

Kaliumchlorid Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 09275914
Deutschland

Natriumchlorid Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 13170112
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem GmbH, Darmstadt, FF005960
Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat- neolLab Migge Laborbedarf- 6264-012

Dihydrat VertriebsGmbH, Heidelberg,
Deutschland

Imidazol Fluka Chemie GmbH, Steinheim,  416538/124900
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat Fagron GmbH, Darmstadt, 08J22-N03
Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 62902516
Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat Fagron GmbH, Darmstadt, 06K23-N02
Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan Merck KGaA, Darmstadt, K38173887749
Deutschland

Natriumdodecylsulfat Merck KGaA, Darmstadt, K37185534
Deutschland

Glucose Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 09212829
Deutschland

Natriumacetat-Trihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, 0X000336
Deutschland

Milchsaure Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 09321409
Deutschland

Natriumlactat-Losung Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 15375809

Deutschland
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Fortsetzung Tabelle 21:

Verwendete Substanzen und Materialien.

Substanz Hersteller Charge

Polysorbat 80 (Tween® 80) Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 14190307
Deutschland

Essigsaure 99 % Caesar & Loretz GmbH, Hilden, 13218401
Deutschland

Glucose-Monohydrat Fagron GmbH, Darmstadt, 13H06-NO08
Deutschland

Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA SLBD2493V

HPLC Losungsmittel VWR Chemicals, Fontenay-sous-  diverse
Bois, Frankreich

Whatman™ FP30/0.2 CA-S GE Healthcare UK Limited, Little G4046147
Chalfont, GroR3britannien

Whatman™ PVDF 0,45 um GE Healthcare UK Limited, Little 6792-1304
Chalfont, GroR3britannien

Millex® HV-Filter 0,45 um, PVDF  Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Whatman™ GF/D @ 2,5 cm GE Healthcare UK Limited, Little 9707

(glass microfiber filters) Chalfont, GrofRbritannien

Whatman™ GF/F & 2,5 cm GE Healthcare UK Limited, Little 1825-025

(glass microfiber filters) Chalfont, Grol3britannien

NuvaRing® 0,120 mg/0,015 mg MSD Sharp & Dohme GmbH, diverse

pro 24 Stunden - vaginales Haar, Deutschland

Freisetzungssystem

Cyclelle® 120 pg/15 ug pro 24 HEXAL AG, Holzkirchen, diverse

Stunden Vaginalring Deutschland

Depo-Clinovir® 150 mg Pfizer Pharma PFE GmbH, Berlin, Z10663

Injektionssuspension Deutschland

LNGB-Injektionssuspension, sehr Coldstream Laboratories Inc., 110027

kleine Partikelgrofie Lexington, USA

LNGB-Injektionssuspension, Coldstream Laboratories Inc., 130057

kleine PartikelgroRe Lexington, USA

LNGB-Injektionssuspension, Coldstream Laboratories Inc., 130058

mittlere PartikelgroRe Lexington, USA

LNGB-Injektionssuspension, Coldstream Laboratories Inc., 130059

grol3e PartikelgréRRe Lexington, USA

Polylactid-Filament Ultimaker B.V., Geldermalsen, diverse

Niederlande
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Gerateverzeichnis

Tabelle 22:

Verwendete Gerate und Software.

Gerat/Software

Typbezeichung

Hersteller

Schittelinkubator

HPLC Anlage

HPLC-Integrationssoftware
HPLC Saule
HPLC-Vorsaule

HPLC-Saule

Offline-Dissolutiontester
(USP 2)
Dissolutiontester (USP 2)
Dissolutiontester (USP 4)
Dissolutiontester (USP 7)
Dissolutionsoftware
Glasspritzen

Feinwaage

3D-Zeichenprogramm

Slicing-Software

3D-Drucker

IKA® KS 3000 i control

Waters 1525 Binary HPLC
Pump,

Waters 2489 UV/Visible
Detector,

Waters 2707 Autosampler,
Waters 2998 Photodiode
Array Detector

Breeze 2, Version
6.20.00.00

Waters Symmetry® C18
3,5 um 4,6x75 mm

LiChrospher® 100 RP-18
(5 pm)

LiChrospher® 100 RP-18
endcapped (5 um),
4,6x250 mm

DT 820, SP 840 S, FRL
800

DT 600

DFZ 720, DH 2000i, HKP
720, FRL 80, FRL 804

400-DS

400-DS Workstation
Software

Fortuna® Optima®
Glasspritzen 3/5 mL
Sartorius SE 2

FreeCAD, Version
0.14.3700

Cura, Version 15.02.1

Ultimaker 3

IKA Werke GmbH & Co.
KG, Staufen, Deutschland

Waters, Milford, MA, USA

Waters, Milford, MA, USA
Waters, Milford, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Erweka, Heusenstamm,
Deutschland

Erweka, Heusenstamm,
Deutschland

Erweka, Heusenstamm,
Deutschland

Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA

Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA

Fortuna®, Wertheim,
Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland

FreeCAD® Jurgen Riegel,
Werner Mayer, Yorik van
Havre 2001-2011

Ultimaker B.V.,
Geldermalsen,
Niederlande

Ultimaker B.V.,
Geldermalsen,
Niederlande
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Fortsetzung Tabelle 22:

Verwendete Gerate und Software.

Gerat/Software Typbezeichnung Hersteller
TextureAnalyser Texture Analyser TA plus AMETEK Llyod Industries,
West Sussex,
Grol3britannien
TextureAnalyser- Nexygen™ Plus 3 AMETEK Llyod Industries,
Messsoftware West Sussex,

Digitalisierungssoftware

Kalkulationssoftware

WebPlotDigitizer, Version
4.2

GraphPad Prism, Version
5.02

Grof3britannien

Ankit Rohatgi, San
Francisco, Kalifornien,
USA

GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA
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Ergebnisse der Validierung

Nachfolgend werden fur die HPLC-Methoden, welche fur die Quantifizierung von LNGB,
MPA, EE und ENG genutzt wurden, die Ergebnisse der Validierung fir die untersuchten
Parameter Linearitat, Richtigkeit, Wiederfindung und Prazision dargestellt. Weiterhin
wurden auch die Spezifitat, die Robustheit, die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
wahrend des Validierungsprozesses bestimmt. Diese Ergebnisse werden jedoch nicht

im Anhang aufgefuhrt.

HPLC-Methode fur LNGB

Tabelle 23: Ergebnisse der Linearitdtsuntersuchungen fir LNGB in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS
(MW = S.D., n=3), LNGB: Levonorgestrelbutanoat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Konzentrationsbereich | Anstieg Achsenabschnitt Korrelationskoeffizient
0,2-2,0 pg/mL 52398,12 538,81 1,0000
2,0-20,0 pg/mL 51681,77 7506,26 0,9996
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Tabelle 24: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fur LNGB im Konzentrationsbereich von 0,2-
2,0 pg/mL (MW + S.D., n = 3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat.

LNGB-Konzentration (pg/mL) Wiederfindung (%)

theoretisch gemessen Einzelwert MW + S.D.
0,1969 97,80

0,2 0,1946 96,67 96,87 £ 0,85
0,1938 96,13
0,3980 98,89

0,4 0,4029 100,07 99,48 + 0,59
0,4012 99,49
0,5991 99,23

0,6 0,6095 101,91 100,59 + 1,23
0,6148 100,63
0,8152 101,26

0,8 0,7999 99,32 100,23 + 0,98
0,8073 100,09
1,0112 100,49

1,0 1,0177 101,10 100,51 + 0,57
1,0077 99,95
1,4198 100,78

14 1,4087 99,96 100,39 £ 0,41
1,4176 100,43
1,8012 99,44

1,8 1,8109 99,94 99,74 + 0,26
1,8120 99,85
2,0102 99,88

2,0 2,0103 99,85 99,85 + 0,03
2,0128 99,82
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Tabelle 25: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fir LNGB im Konzentrationsbereich von 2,0-
20,0 pg/mL (MW % S.D., n = 3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat.

LNGB-Konzentration (pg/mL)

Wiederfindung (%)

theoretisch gemessen Einzelwert MW + S.D.
1,9129 95,57

2,0 1,9451 97,18 95,79 £+ 1,29
1,8939 94,62
3,9569 98,84

4,0 3,9528 98,74 98,77 £ 0,07
3,9519 98,72
5,9230 98,64

6,0 6,0183 100,22 99,50 + 0,80
5,9830 99,64
8,1082 101,27

8,0 8,0169 100,13 101,41 +1,36
8,2335 102,84
10,2371 102,29

10,0 10,1962 101,88 101,65 + 0,77
10,0871 100,79
14,0971 100,61

14,0 14,0509 100,28 100,29 + 0,32
14,0065 99,97
17,7422 98,49

18,0 17,7083 98,30 98,54 + 0,26
17,8022 98,82
20,0883 100,36

20,0 20,1771 100,80 100,54 + 0,23
20,1074 100,46
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Prazision

Tabelle 26: Ergebnisse der Untersuchung der Prazision fur LNGB im Konzentrationsbereich von 0,2-
2,0 pg/mL und 2,0-20,0 pg/mL (MW + S.D., n = 3); LNGB: Levonorgestrelbutanoat.

LNGB-Konzentration (pg/mL)

Wiederfindung (%)

theoretisch gemessen Einzelwert MW S.D. RSD
0,2024 99,45
0,2037 98,81
0,2042 98,58
0,2 99,12 |0,34 0,34
0,2026 99,32
0,2028 99,22
0,2027 99,31
2,0210 99,58
2,0251 99,38
2,0327 99,01
2,0 99,39 |0,22 0,20
2,0206 99,60
2,0236 99,46
2,0270 99,29
20,0587 99,79
19,8360 100,91
19,6851 101,68
20,0 101,11 | 1,10 1,08
19,6875 101,67
20,0171 99,99
19,5020 102,64

HPLC-Methode fur MPA

Tabelle 27: Ergebnisse der Linearitdtsuntersuchungen fur MPA in PBS mit einem Zusatz von 0,75 % SDS
(MW = S.D.,, n=3), MPA: Medroxyprogesteronacetat, PBS: saliner Phosphatpuffer, SDS:
Natriumdodecylsulfat.

Konzentrationsbereich | Anstieg Achsenabschnitt Korrelationskoeffizient
2,0-20,0 pg/mL 46994,17 3527,62 0,9999
20,0-200,0 pg/mL 46970,98 -975,96 0,9998
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Tabelle 28: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fur MPA im Konzentrationsbereich von 2,0-
20,0 pg/mL (MW % S.D., n = 3); MPA: Medroxyprogesteronacetat.

MPA-Konzentration (ug/mL) Wiederfindung (%)

theoretisch gemessen Einzelwert MW + S.D.
2,0101 100,50

2,0 2,0047 100,22 100,54 + 0,34
2,0183 100,90
3,9573 98,92

4,0 3,9563 98,90 99,10+ 0,34
3,9802 99,49
5,9378 98,95

6,0 5,9738 99,55 99,37 £ 0,36
5,9766 99,60
7,9508 99,37

8,0 7,9538 99,41 99,18 £ 0,37
7,9017 98,76
10,1257 101,25

10,0 10,1079 101,07 101,25 +0,18
10,1438 101,43
14,1262 100,89

14,0 14,0947 100,67 100,55 + 0,41
14,0151 100,10
18,0013 100,00

18,0 17,9718 99,83 99,96 + 0,11
18,0107 100,05
18,0013 100,00

20,0 17,9718 99,83 99,96 + 0,11
18,0107 100,05
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Tabelle 29: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fir MPA im Konzentrationsbereich von 20,0-
200,0 pg/mL (MW + S.D., n = 3); MPA: Medroxyprogesteronacetat.

MPA-Konzentration (ug/mL) Wiederfindung (%)

theoretisch gemessen Einzelwert MW + S.D.
20,2449 101,19

20,0 19,7393 98,66 100,04 + 1,28
20,0620 100,28
39,9479 99,84

40,0 39,9640 99,88 100,13 + 0,48
40,2857 100,68
60,0458 100,04

60,0 60,1863 100,28 100,10 + 0,16
60,0043 99,97
80,1200 100,12

80,0 80,2241 100,25 100,15 + 0,09
80,0879 100,08
100,3403 100,31

100,0 100,6883 100,66 100,27 + 0,40
99,8899 99,86
139,1426 99,35

140,0 138,9009 99,18 99,39 £+ 0,22
139,5187 99,62
178,8678 99,34

180,0 180,6664 100,34 99,77 £ 0,51
179,4184 99,64
201,5613 100,75

200,0 199,9013 99,92 100,38 + 0,42
201,0037 100,47
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Prazision

Tabelle 30: Ergebnisse der Untersuchung der Prézision fir MPA im Konzentrationsbereich von 2,0-
20,0 pg/mL und 20,0-200,0 pg/mL (MW £ S.D., n = 3); MPA: Medroxyprogesteronacetat.

MPA-Konzentration (pg/mL) Wiederfindung (%)
theoretisch gemessen Einzelwert MW S.D. RSD
1,9803 99,01
1,9317 96,58
1,9790 98,94
2,0 98,02 |0,91 0,93
1,9634 98,16
1,9538 97,68
1,9549 97,74
20,2004 100,99
20,0905 100,44
20,0304 100,14
20,0 100,39 | 0,66 0,65
19,8902 99,44
20,2489 101,23
20,0150 100,06
194,1717 97,05
195,5852 97,76
198,5549 99,24
200,0 97,85 |0,84 0,86
195,2614 97,60
196,8255 98,38
194,1771 97,06
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HPLC-Methode fur EE und ENG

Tabelle 31: Ergebnisse der Linearitatsuntersuchungen fir EE und ENG in verschiedenen Medien mit einem
Zusatz von 0,5% SDS (MW = S.D., n=3); EE: Ethinylestradiol, ENG: Etonogestrel, AB:

Acetatpuffer,

VFS+G: Vaginalfluid simulierendes Medium mit Glucose,

PBS: saliner

Phosphatpuffer, SDS: Natriumdodecylsulfat.

Konzentrationsbereich | Puffer | Anstieg Achsenabschnitt | Korrelationskoeffizient
0,03-0,45 pg/mL EE AB 259940,15 | 941,74 1,0000
0,36-5,40 ug/mL ENG | AB 332583,46 | 2973,60 1,0000
0,03-0,45 pg/mL EE VFS+G | 356909,70 | -985,35 0,9999
0,36-5,40 ug/mL ENG | VFS+G | 380248,82 | -596,61 0,9999
0,03-0,45 pg/mL EE PBS 380155,81 | 87,52 0,9998
0,36-5,40 ug/mL ENG | PBS 403384,17 | 8756,76 0,9998

Tabelle 32: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fir EE im Konzentrationsbereich von 0,030-
0,450 pg/mL in verschiedenen Medien mit einem Zusatz von 0,5 % SDS (MW = S.D., n = 3);
EE: Ethinylestradiol, SDS: Natriumdodecylsulfat, AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid
simulierendes Medium mit Glucose, PBS: saliner Phosphatpuffer.

EE-Konzentration Wiederfindung (%) (MW = S.D.)

(g/mL) AB VFS+G PBS

0,030 103,80 + 0,43 104,48 + 1,13 103,05 + 3,73
0,045 99,85 + 2,07 102,35 +0,13 99,82 + 1,93
0,060 100,69 + 2,25 101,36 £ 0,14 101,54 + 0,90
0,075 99,81 +1,13 102,38 + 0,42 100,49 + 2,19
0,105 99,20 £ 0,47 97,89 £ 0,10 102,33+ 1,24
0,120 100,73 +1,71 98,61 + 0,25 98,13 £ 0,46
0,150 99,28 £1,12 98,64 + 0,15 97,85 +0,41
0,240 99,50 £ 0,79 99,96 + 0,26 100,34 + 0,67
0,300 100,04 + 0,34 99,92 + 0,09 99,64 + 0,11
0,450 100,17 £ 0,22 100,28 + 0,10 100,25 + 0,16
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Tabelle 33: Ergebnisse der Untersuchung der Richtigkeit fir ENG im Konzentrationsbereich von 0,36-
5,40 pg/mL in verschiedenen Medien mit einem Zusatz von 0,5 % SDS (MW £ S.D., n=3);
ENG: Etonogestrel, SDS: Natriumdodecylsulfat, AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid
simulierendes Medium mit Glucose, PBS: saliner Phosphatpuffer.

ENG-Konzentration

Wiederfindung (%) (MW £ S.D.)

(ug/ml) AB VFS+G PBS

0,36 98,54 + 0,85 101,98+ 0,85 96,89 + 1,01
0,54 100,99 + 1,69 101,59+ 0,25 100,27 + 1,93
0,72 100,43 + 0,43 101,15 + 0,44 99,30 + 0,65
0,90 101,03+ 0,07 102,41+ 0,39 101,23 1,00
1,26 100,45+ 0,17 98,10 + 0,24 102,93 + 1,47
1,44 100,06 + 0,31 99,14 + 0,95 98,39 + 0,60
1,80 99,58 + 0,27 98,76 + 0,13 98,39 + 0,60
2,88 99,22 +0,13 100,21 + 0,24 100,71 + 0,60
3,60 100,02 + 0,17 99,99 + 0,04 99,68 + 0,05
5,40 100,19 + 0,10 100,14 + 0,05 100,02 + 0,16

Prazision

Tabelle 34: Ergebnisse der Untersuchung der Prazision fir EE und ENG in verschiedenen Medien mit
einem Zusatz von 0,5 % SDS (RSD, n = 6); EE: Ethinylestradiol, ENG: Etonogestrel, SDS:
Natriumdodecylsulfat, AB: Acetatpuffer, VFS+G: Vaginalfluid simulierendes Medium mit
Glucose, PBS: saliner Phosphatpuffer.

EE-Konzentration
(ng/mL)

Préazision (%) (RSD)

AB VFS+G PBS
0,030 0,97 3,28 3,21
0,450 0,34 1,45 0,76
ENG-Konzentration Prazision (%) (RSD)
(g/mL) AB VFS+G PBS
0,36 0,52 1,41 3,13
5,40 0,17 1,16 0,14

153



Anhang

Auswertung der ANOVA

Tabelle 35: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoathaltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Mengen an Tensidzusatz in
der USP 2-Apparatur, * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001, - = nicht signifikant.

sehr klein klein mittel groi3
o\o (=] O\o (=) O\o (=) O\o (=} O\o (=} g (=) g (=) O\o (=]
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m v ~ oM v N~ oM 1w N oM W N~ O
O O o 4Hd|o o o Hd|o o o «H|o o o d
0,35 % _ *kk _ _ _ _ _ *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
05% _ *kk _ _ _ _ _ *kk *kk *kk *kk KKk *kk KKk *kk
|
% 0 75 0/0 *k%k *kk - *kk *k%k *% *k% *k% *k% *k% *k% *%k% *k% *%k% **k%k
E 1
g 1 o 0/0 - - - *kk *k%k - *% *k%k *kk **% *k% *k% *k% *k% **k%k
1
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1
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£
)
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Tabelle 36: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoathaltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Umdrehungs-
geschwindigkeiten in der USP 2-Apparatur, *=0,05, **=0,01, **=0,001, -=nicht

signifikant.
sehr klein klein mittel grof3
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Tabelle 37: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoathaltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Freisetzungsmedien in der
USP 2-Apparatur, * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001, - = nicht signifikant.
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Tabelle 38: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoathaltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Temperaturen in der USP 2-
Apparatur, * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001, - = nicht signifikant.
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Tabelle 39: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoathaltigen
Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Flussraten und Temperaturen
in der Durchflusszelle im geschlossenen System, * = 0,05, ** = 0,01, *** = 0,001, - = nicht
signifikant.
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Anhang

Fortsetzung Tabelle 39: Auswertung der ANOVA der Wirkstofffreisetzung der levonorgestrelbutanoat-
haltigen Injektionssuspensionen unter Verwendung unterschiedlicher Flussraten
und Temperaturen in der Durchflusszelle im geschlossenen System, * = 0,05,
** = 0,01, *** = 0,001, - = nicht signifikant.
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