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1 Zusammenfassung

Durch die Entwicklung von patientenfreundlichen Selbstinjektionssystemen, die
Erhéhung des  Injektionsvolumens und somit die  Verringerung  der
Applikationsfrequenz konnen Therapien fir den Patienten erleichtert und die

Patientencompliance erhdht werden.

Um zu testen, ob hochvolumige Injektionen einer bestimmten Viskositat in
unterschiedlichen Geschwindigkeiten vertraglich sind, wurde eine Placebo-Studie an
gesunden Probanden durchgefiihrt. Fur diese Studie wurde ein wieder verwendbarer
Autoinjektor zu Forschungszwecken entwickelt, der sowohl 1 ml als auch 2 ml einer
Placeboldsung mit der Viskositat 8 Centipoise (cP) in Injektionszeiten von 5 -15
Sekunden applizieren kann. Der Autoinjektor wurde einem
Konformitatsbewertungsverfanren mit CE-Kennzeichen Vergabe unterzogen und
praklinisch zum Beispiel mit Hilfe eines historischen Hautmodells (ballistische
Gelatine) auf einwandfreie Funktionalitat und Robustheit getestet. Gleichzeitig wurde
ein Zeitmesssystem auf Basis einer Luftstrommessung entwickelt, um die benétigten
Injektionszeiten und die damit verbundenen Federstarken anhand eines Schweinehaut-

Modells ermitteln zu kdnnen.

Bei der klinischen Studie empfanden die 16 gesunden Probanden die Injektion einer
2 ml Placebolésung (Natriumcarboxymethylcellulose-Natriumchlorid-Losung) als gut
vertraglich. Der Injektionsschmerz stieg mit dem Alter und mit steigender
Injektionsgeschwindigkeit ~ an,  wahrend  der  Juckreiz  nur  mit  der
Injektionsgeschwindigkeit korrelierte. Injektionen am Bauch waren schmerzhafter als

Injektionen am Oberschenkel.

Somit sind Autoinjektoren in der Lage, hochvolumige (2 ml) subkutane Injektionen
hoherer Viskositaten (8 cP) relativ schmerzfrei (geringe Werte auf der Schmerzskala)

und mit guter Vertréglichkeit und Akzeptanz zu verabreichen.






2 Einleitung

Biopharmazeutika haben in den letzten Jahrzehnten eine wichtige Position auf dem
Arzneimittelmarkt erreicht (1). Zwei Drittel aller sich in der Entwicklung befindenden
Arzneistoffe sind Biopharmazeutika (2). Sie werden gegen zahlreiche chronische
Erkrankungen, vor allem Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Morbus Crohn,
Psoriasis, Rheumatoide Arthritis (RA), Multiple Sklerose, aber auch in der Behandlung von
Krebserkrankungen eingesetzt (1). Es handelt sich beispielsweise um Immunglobuline oder
monoklonale Antikdrper, die mit Hilfe von gentechnisch veranderten Organismen hergestellt
werden (3). Auch therapeutische Enzyme, Gerinnungsfaktoren, zahlreiche Hormone sowie
biotechnologisch hergestellte Impfstoffe werden unter dem Begriff Biopharmazeutika

zusammengefasst (1).

Durch ihre hohe molekulare Masse mit mehr als 1000 Dalton ist die Durchlassigkeit durch
biologische Barrieren wie Haut, Schleimh&ute und Zellmembranen verringert (1). Zusatzlich
sind die meisten Proteine im Magen-Darm-Trakt nicht bestandig und mussen parenteral, unter
Umgehung des Magen-Darm-Traktes, verabreicht werden. Aufgrund dessen ist die Injektion
zurzeit die Hauptapplikationsform von Biopharmazeutika (4). Die Verabreichung von
intramuskuldaren (i.m.), intravenésen (i.v.) und subkutanen (s.c.) Injektionen war
jahrzehntelang Aufgabe von Arzten und medizinischem Fachpersonal. In den letzten
Jahrzenten wurde ein steigender Trend zur Eigenapplikation beobachtet, vor allem bei
regelmaRiger und langfristiger Applikation durch den Patienten selbst in hduslicher
Umgebung mit Hilfe von Selbstinjektions-Devices wie Pen-Injektoren, Fertigspritzen oder

Autoinjektoren.

Die stetige Entwicklung von neuen Biologika ist fur die steigende Popularitét solcher Gerate
verantwortlich (5). Solche so genannten Combination Products sind therapeutische und
diagnostische Produkte, die Arzneimittel, Medizinprodukte und/oder biologische Produkte
kombinieren (6). Als Medizinprodukt werden beispielsweise Autoinjektoren und Pens
verwendet. Autoinjektoren sind hauptséchlich Feder betriebene Geréte und nutzen vorgefillte
Spritzen oder Kartuschen als Primarpackmittel (5). Die Verwendung eines Autoinjektors fiihrt
im Gegensatz zu einer Fertigspritze/Pen zu einer automatischen Abgabe des Medikamentes
mit konstanter Geschwindigkeit und somit zu einer gleichmaRigeren Verteilung im Gewebe.
Durch die Einfuihrung von Devices zur Selbstinjektion werden Fehler in der VVorbereitung und
Verabreichung der Medikation verringert (7). Ein flexibleres und vor allem hygienisches

Selbstmanagement und damit ein hoheres Mal} an Lebensqualitat fiir den Patienten wird
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2 Einleitung

erzielt (8). Zu diesem Zusammenspiel aus Medizinprodukt und Arzneimittel sollen im

Folgenden erst einmal die Grundlagen besprochen werden.

2.1 Parenterale Applikation

Parenteralia werden im Arzneibuch wie folgt beschrieben: Parenteralia sind sterile
Zubereitungen, die zur Injektion, Infusion oder Implantation in den menschlichen oder
tierischen Korper bestimmt sind. Parenteralia konnen den Zusatz von Hilfsstoffen wie
Isotonisierungsmittel, S&uren/Laugen zur Einstellung des pH-Wertes, Ldsungsvermittler,
Konservierungsmittel und Mittel, die die Zersetzung eines Wirkstoffs verhindern, erfordern.
Die verwendeten Konzentrationen der Hilfsstoffe beeinflussen dabei die beabsichtigte
medizinische Wirkung nicht. Toxische Reaktionen oder lokale Irritationen werden durch diese

Hilfsstoffe nicht hervorgerufen (9).
Folgende Untermonographien werden unterschieden:

- Injektionszubereitungen
- Infusionszubereitungen

- Konzentrate zur Herstellung von Injektionszubereitungen und Konzentrate zur
Herstellung von Infusionszubereitungen

- Pulver zur Herstellung von Injektionszubereitungen und Pulver zur Herstellung von
Infusionszubereitungen

- Gele zur Injektion

- Implantate (9).
Zubereitungen zur Injektion sind zur Applikation direkt in die Blutbahn, ins Gewebe oder
direkt in Organe geeignet. Dabei werden therapeutische oder diagnostische Zwecke verfolgt.
Sie werden durch Losen, Emulgieren oder Suspendieren der Wirkstoffe und eventueller
Hilfsstoffe in Wasser fur Injektionszwecke oder einer geeigneten nicht-wéssrigen Flissigkeit,
oder einer Mischung beider hergestellt (9). Alle Parenteralia mussen der Priifung auf Sterilitét
(Ph. Eur. 2.6.1) entsprechen. Geeignete Konservierungsmittel sind fur wassrige
Injektionszubereitungen in Mehrdosenbehéltnissen vorgeschrieben, bei denen die Substanz
selber keine ausreichenden antimikrobiellen Eigenschaften erzeugt. Empfohlen wird eine
Konservierungsmittelzugabe auch im Falle von wassrigen Injektionszubereitungen, die unter
aseptischen Bedingungen hergestellt werden und nicht im Endbehaltnis sterilisiert werden

konnen, beispielsweise bei Sterilfiltrationen.

Zubereitungen zur parenteralen Applikation werden in Behaltern aus Glas oder Plastik bspw.
in Glasflaschen, Glasampullen, Kunststoffflaschen und -beutel oder vorgefllten

Einmalspritzen aus Glas oder Plastik abgefullt (Prefilled Syringes, PFS). Primarbehéltnisse
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2.1 Parenterale Applikation

sind meistens aus durchsichtigen Materialien um eine visuelle Priifung des Inhalts zu
ermdoglichen. Die Behaltnisse missen den Anforderungen der Ph. Eur. Monographien
,,Behdltnismaterialien* (Ph. Eur. 3.1) und ,,Behaltnisse* (Ph. Eur. 3.2) entsprechen. Wasser,
das fiir parenterale Zubereitungen verwendet wird, muss der Monographie ,,Wasser fur
Injektionszwecke* entsprechen. Sie mussen Klar (visuelle Priifung) und praktisch frei von
Teilchen sein (sichtbare Partikel, Ph. Eur. 2.9.20). Sie missen ebenfalls der Monographie
,Partikelkontamination - Nichtsichtbare Partikel*“ nach Ph. Eur. 2.9.19 entsprechen (9, 10).
Das Volumen in Einzeldosisbehaltnissen muss grol3 genug sein, um die Entnahme und
Verabreichung der angegebenen Dosis unter Verwendung der tiblichen Technik zu
gewahrleisten. Zusétzlich zur Prufung auf Sterilitat missen Injektionszubereitungen der
Prifung auf Bakterienendotoxine (Ph. Eur. 2.6.14) oder der Prufung auf Pyrogene (Ph. Eur.

2.6.8) entsprechen, wenn Sie zur Anwendung am Menschen bestimmt sind.

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf Zubereitungen zur Injektion, die mit Hilfe von
Autoinjektoren subkutan verabreicht werden kénnen. Im Gegensatz zu
Infusionszubereitungen (> 50 ml) entsprechen die zu applizierenden Volumina bei einer
Injektionszubereitung 1 - 15 ml (10). Momentan wird ein VVolumen von 1,5 ml bzw. maximal
2,5 ml fir die subkutane Applikation als tolerierbar eingestuft (11). Der Trend geht jedoch zu

hohervolumigen Injektionen, die die Applikationsfrequenz verringern kénnen.

Vorteile der parenteralen Applikation

Die parenterale Applikation beschreibt die Applikation eines Arzneimittels unter Umgehung
des Magen-Darm-Traktes (par enteron = auBerhalb des Darmes). Da die Applikation Uber die
Haut ebenfalls eine Applikation unter Umgehung des Magen-Darm-Traktes darstellt, gilt auch
sie als parenteral. Der Begriff ,parenteral beschreibt jedoch eher invasive
Applikationsformen, wie die intravasale und extravasale Applikation (12). Die intravasale
Applikation bezeichnet meist die intravendse Verabreichung eines Medikamentes, eine
intraarterielle Applikation kommt nur selten vor. Unter einer extravasalen Applikation sind
meist intramuskuldre und subkutane Injektionen gemeint (12). Bereits durch die Wahl des

Applikationsortes lassen sich Wirkungseintritt und Wirkdauer beeinflussen.
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Abbildung 1: Wichtige Applikationsorte zur systemischen Applikation (13).

Bei der extravasalen Applikation gelangen die Arzneistoffe zunéchst in Kkleine, lokalisierte
Geweberegionen, bevor sie durch Kapillarwande hindurch missen, um in den Blutkreislauf zu
gelangen (12). Die hochporése Kapillarwand bedingt eine hohe Permeabilitat und ist flr die
Besonderheiten der Absorption aus dem Gewebe verantwortlich (12). Bei intra- und
subkutaner Applikation kommt es ebenfalls zu einem relativ raschen Anfluten des Wirkstoffs,
im Gegensatz zu einer transdermalen Applikation. Hier ist eine besonders langsame
Absorption und ein langsamer Wirkungseintritt charakteristisch, da die Haut als Barriere
funktioniert und der Arzneistoff die Hautschichten erstmal Uberwinden muss (13). Bei
intravendser Applikation eines Arzneistoffs kommt es zu einem raschen Wirkungseintritt
(13). Die Bioverfligbarkeit ist nahezu 100 %. Der Wirkstoff gelangt direkt und ohne Umwege
in den Blutkreislauf. Es findet keine Absorption statt (12). Wéssrige Losungen werden in der
Regel nach subkutaner Injektion langsamer resorbiert als nach intramuskulérer Injektion, weil

das Unterhautfettgewebe weniger durchblutet wird als der Muskel (14).

Bei extravasaler Gabe muss der Wirkstoff zundchst absorbiert werden. Dabei ist mit einer
Abnahme der maximalen Plasmakonzentration und einer Verlangerung der Zeit bis zum
Auftreten der Blutspiegelmaxima zu rechnen. Die Bewegung eines groRen Proteins
(> 16 kDa) vom subkutanen Injektionsgewebe bis ins Blut geht Gber die Aufnahme in das
periphere Lymphsystem. Es erfolgt ein Ubergang Uber regionale Lymphknoten zum zentralen
Lymphsystem, bevor das Protein das Geféalisystem erreicht (15, 16). Kleine Proteine
(< 16 kDa) diffundieren hauptsachlich durch die GefaBwande direkt in den Blutkreislauf (17).
Die Absorption ist abh&ngig vom Protein jedoch auch von der Ladung oder der
Hydrophobizitat, von Bestandteilen der Formulierung und des ausgewahlten Injektionsortes
(11). Eine parenterale Injektion/Infusion ist von Vorteil, wenn der Patient bewusstlos ist und
nicht in der Lage ein Medikament zu schlucken bzw. sich selbst zu verabreichen.
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2.2 Aufbau und Funktion der Haut

Zusétzlich kann man durch eine parenterale Verabreichung den First-Pass-Effekt einiger
Arzneistoffe verhindern. Das vendse Blut muss nicht zuerst die Leber passieren, bevor es in
den grofRen Kreislauf gelangt. Der subkutane Applikationsweg bietet ebenfalls einige
Vorteile. Beispielsweise konnen nicht alle Wirkstoffe uber den Magen-Darm-Trakt
verabreicht werden, da sie beispielsweise inaktiviert werden, die Schleimhaut reizen oder im
Magen-Darm-Trakt nur schlecht resorbiert werden (10). Neben einer erhéhten
Bioverfugbarkeit gegeniiber nicht-parenteralen Applikationsformen, tiberwiegt gegeniber der
intravendsen Gabe die erhOhte Patientenautonomie und -compliance, eine erhohte
Lebensqualitdt durch Selbstapplikation mittels Autoinjektor bzw. die verminderten
systemischen Nebenwirkungen (2). Die subkutane Applikation verursacht weniger Kosten
und ist verglichen mit anderen parenteralen Applikationsarten am wenigsten schmerzhaft.
Zusatzlich gibt es eine groBe Anzahl an moglichen Injektionsstellen fir die
Mehrfachdosierung (18). Dies ist besonders flir Patienten, wie beispielsweise Diabetiker, die

sich mehrmals am Tag spritzen missen, besonders relevant.

2.2 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist das grofite Organ des Menschen. Sie besteht aus komplexen Strukturen und
besitzt viele Funktionen. Im Durchschnitt hat sie bei einem Erwachsenen eine Oberflache von
2m? (10). lhre Dicke schwankt je nach Region zwischen 1,5 und 4 mm, dabei wird das
Fettgewebe nicht dazu gerechnet (19). Die Haut ist in 3 Schichten unterteilt: Epidermis
(Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subkutis (Fettgewebe) (10). Die Epidermis ist ca.
0,1 mm dick und besteht aus verhornendem Plattenepithel, welches zu 90 % aus
Keratinozyten besteht. Die Dermis ist das eigentliche Gerlist der Haut. Sie besteht aus
Bindegewebe und tragt GefaRe und Nerven. Die Subkutis ist das Fettgewebe, welches den
Faszien aufliegt (19). Die Anhangsgebilde Haare, Nédgel, Talg- und SchweiRdriisen sind tief in

die Dermis eingebettet, sind aber epidermaler Herkunft.

Die Haut erfillt Sinnes- und Schutzfunktionen. Sinnesfunktionen werden (ber
Sinnesrezeptoren fiir Warme, Schmerz und Tastreize vermittelt. Die Hornschicht dichtet die
Haut nach auBen ab und schitzt sie vor dem Eindringen kdérperfremder Substanzen (19). Sie
bietet einen mechanischen Schutz durch das straffe, elastische und rei3feste Fasergeflecht der
Dermis und schiitzt den Korper vor schlagenden und scherenden Noxen. Die subkutane
Fettschicht fungiert als Schutzpolster gegen stumpfe Gewalteinwirkung. Die Epidermis
schitzt durch Melaninpigmente vor UV-Licht, Hitze, Ké&lte und vor Mikroorganismen, indem
sie eine mechanische Barriere darstellt. Das trockene und saure Milieu der Hautoberflache ist

keimfeindlich gegeniiber Anflugkeimen, begunstigt aber das Gedeihen einer symbiontischen
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2 Einleitung

Hautflora (19). Die Haut ist auch ein ,,Immunorgan®, das eigene antigenprisentierende Zellen

(Langerhans-Zellen) in der Epidermis enthélt (19).

Transdermale B . .

N Epidermis
Injektion m .w} 3(?-200 pum
Intradermale | Dermis
Injektion 500-1500 pum
Subiutane ‘ L S Subkutis
Injektion n L&Y e 077 ~
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\\ .

<

Abbildung 2: Aufbau der Haut und Injektionsarten (20).

2.2.1 Die Subkutis

Die Hautschicht, die in dieser Arbeit von Relevanz ist, ist das subkutane Gewebe. Die
Applikation in das subkutane Gewebe ist, wie in Abschnitt 2.1 diskutiert, ein klassischer
Applikationsweg fur therapeutische Proteine und Peptide, insbesondere fur die Applikation in

regelmaRigen Abstanden, bzw. fiir die Langzeit- oder Eigenapplikation (11).

Das subkutane Fettgewebe besteht aus zwei Schichten: Fettgewebe und losem Bindegewebe.
Das Fettgewebe stellt den anteilsméaRig grofiten Teil dar, wird mit einem fibrovaskuldren Netz
durchzogen und in so genannte Fettlappchen eingeteilt (11). Die subkutane Schicht fungiert
als thermische Isolationsschicht, tragt zur Energieerhaltung und Hydratation bei und schutzt
das unterliegende Muskelskelett vor mechanischen Einflissen (21).

Die Dicke der subkutanen Schicht variiert von Mensch zu Mensch und ist auch an
verschiedenen Kaorperstellen unterschiedlich (11). Auch das Geschlecht bzw. der Body Mass
Index haben Einfluss auf die Struktur des subkutanen Gewebes (11). Blutgefale,

Nervenfasern und Lymphkapillaren durchziehen die subkutane Schicht, reichern sie mit
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2.2 Aufbau und Funktion der Haut

Né&hrstoffen an und machen sie dadurch zu einer geeigneten Stelle fiir das Verabreichen und

die Absorption therapeutischer Proteine (17).

Fibroblasten, die sich im losen Bindegewebe befinden, produzieren Komponenten der
Extrazelluldren Matrix (ECM) (11). Die ECM ist neben der Nadel fiir den Gegendruck bei der
Verabreichung von hoher viskosen Produkten und Préparaten mit hohem Injektionsvolumen
mitverantwortlich (11). Sie besitzt eine hoch geordnete Struktur, bestehend aus Kollagen,
Hyaluronsdure und Chondroitinsulphat. Kollagen bildet ein drei dimensionales Netzwerk,
welches fir die mechanische Stabilitdt verantwortlich ist. Hyaluronsédure und
Chondroitinsulphat besetzen die leeren Zwischenrdume im Kollagen Netzwerk. Es gibt
verschiedene Typen von Kollagen, die je nach Funktion im Korper unterschieden werden. Im
losen Bindegewebe der subkutanen Schicht findet man am meisten Kollagen Typ | und
Typ 1ll. Das Kollagen Polypeptid, bestehend aus sich wiederholenden Glycin-X-Y Einheiten
(X und Y meist Prolin oder Hydroxyprolin), bildet eine a-Kette. Drei a-Ketten bilden eine
Dreifachhelix. Mehrere Kollagenfibrillen zusammengeschlossen bilden eine Kollagenfaser

mit einer Dicke von 1 - 100 pm.
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Abbildung 3: Zusammensetzung einer Kollagenfaser (22).

Hyaluronsdure ist ein Mucopolysaccharid, welches in den Zwischenrdumen der
Kollagenfasern sitzt. Es besteht aus N-Acetyl-D-Glucosamin und D-Glucuronséure, die tiber

eine B-1,4-glykosidische Bindung miteinander verknipft sind.
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Abbildung 4: Chemische Struktur von Hyaluronsaure (22).

Chondroitinsulphat ist ein lineares Glycosaminoglycan Polysaccharid, das aus Disaccharid
Einheiten von D-Glucuronséure und D-Galactosamin besteht. Das subkutane Gewebe wird
mit interstitieller Flussigkeit durchstromt. Der pH-Wert der interstitiellen Flissigkeit betragt
7,4. Die Flussigkeit beinhaltet hauptsachlich Natrium-lonen, aber auch ebenfalls Kalium-,
Magnesium- und Calcium-lonen (22).

2.3 Autoinjektoren - Differenzierung zu Pens

Obwohl die Begriffe Pen und Autoinjektor oft simultan fur das gleiche Gerét verwendet
werden, gibt es einige Unterschiede. Pens zur Applikation von Insulin bei Diabetikern sind
schon lange bekannt. Der Unterschied zwischen einer Applikation mit einem Pen und einem
Autoinjektor ist die automatische Abgabe der Medikamentendosis. Autoinjektoren flihren die
Nadel automatisch nach einmaliger Aktivierung in das Gewebe ein und verabreichen den
Inhalt.

Bei einem Insulin-Pen muss der Patient die zu verabreichende Einheit manuell einstellen.
Durch durchgéngige Betéatigung des Knopfes kann die Dosis manuell ins subkutane Gewebe
eingespritzt werden. Auch die Nadel muss manuell in die Haut eingestochen werden. Dabei
kann es durch die variablen Krafte des Menschen beim Driicken des Knopfes zu

unterschiedlichen Injektionsgeschwindigkeiten kommen.

Bei einem Autoinjektor muss der Patient die Geschwindigkeit der Abgabe nicht selbst
kontrollieren. Der Autoinjektor besitzt meist eine vorgespannte Feder als Energiequelle. Die
Abgabe der gesamten Dosis erfolgt nach dem Ausldsen durch den Patienten automatisch mit

konstanter Geschwindigkeit.

Ebenfalls gibt es Unterschiede im Aufbau der beiden Gerédte. Ein Pen besteht aus einer
Kartusche und einer Pen Nadel, die auf den Pen aufgeschraubt werden kann. Somit ist ein

schneller Wechsel der Nadeln mdglich. Die Entwicklung von Pen Nadeln startete mit dem
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2.3 Autoinjektoren - Differenzierung zu Pens

Aufkommen des Insulinpens in 1984. Heute werden weltweit circa 5 Milliarden Pen Nadeln
fir die Insulinapplikation hergestellt (5). Pen Nadeln wurden friher mit einem
AuRendurchmesser von 27 - 29 G und einer Lange von 8 - 12 mm hergestellt. Heutzutage
werden vor allem von Diabetikern, die sich mehrmals am Tag spritzen miissen und bei denen
man den Schmerz und die Angst vor dem Spritzen so gering wie moglich halten will, diinnere
(30-32G) und kirzere (4-6mm) Nadeln verwendet (5). Pens sind fir die
Mehrfachverwendung geeignet, Autoinjektoren meist nur fur eine einmalige Gabe, danach

werden sie verworfen.

Ein Autoinjektor besitzt eine so genannte Prefilled Syringe (PFS) als Primérbehéltnis. Dies ist
eine Glas- oder Plastikspritze mit eingeklebter Nadel (5). Der Autoinjektor kommt mit
eingebauter und geflllter, steriler Spritze auf den Markt. Es bedarf im Gegensatz zu einem
Pen keiner VVorbereitung des Geréates vor der Applikation. Der Patient muss den Autoinjektor
nur noch auf die Hautstelle aufsetzen und applizieren. Die Nadel der PFS ist durch eine
Nadelschutzkappe geschitzt. Die Nadelschutzkappe l&sst sich nur zusammen mit dem
Verschluss abziehen, sodass der Patient nicht mit der Nadel in Berihrung kommen kann.
Nach der Injektion fahrt ein weiterer Nadelschutz (Needle Shield) heraus, dadurch ist die
Nadel komplett geschiutzt und der Patient kann sich auch nach der Injektion nicht an der

Nadel stechen.

2 ml Spritze Glaskorper

Nadel-
schutzkappe

Runder
Flange

1 ml Spritze Eingeklebte Nadel

Abbildung 5: Prefilled Syringes (PFS), oben 2 ml, unten 1 ml Fillvolumen.
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2 Einleitung

Die folgende Abbildung 6 skizziert eine PFS aus Glas.
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Abbildung 6: Skizze, Spritzenmalie (23).

Die Malie der Glasspritzen sind genormt. Die zugehdrige 1SO-Norm ist 11040 ,,Vorgefillte
Spritzen —Teil 4: Spritzenzylinder aus Glas fur Injektionspraparate (ISO 11040-4:2007) (23).

2.4 Combination Products

Drug Device Combination Products sind laut U.S. Food and Drug Administration (FDA)
therapeutische und diagnostische Produkte, die Arzneimittel, Gerate und/oder biologische
Produkte miteinander kombinieren, d.h. eine Kombination eines arzneilich wirksamen
Bestandteils mit einem Medizinprodukt. In den USA werden Combination Products in Teil 21
des Code of Federal Regulations (CFR) beschrieben (5). Laut diesem kénnen Combination
Products auf physikalische oder chemische Weise miteinander kombiniert oder gemischt
werden. Sie werden zusammen als eine Einheit produziert (24). Bei der Zulassung eines
Combination Products ist die primdre Wirkungsweise fiir den eingeschlagenen
regulatorischen Weg entscheidend. Ein Medizinprodukt mit Arzneimittelanteil wird dann
klassifiziert, wenn die Wirkung nicht auf pharmakologischem, immunologischem oder
metabolischem Weg erfolgt, sondern auf physikalischem Weg. Die Kombination von
Arzneimittel und Medizinprodukt fiihrt zu einer selektiveren, sicheren und effektiven
Behandlung durch gezieltes Drug Targeting, lokale Verabreichung und auf den Patienten
abgestimmte individualisierte Therapie (11). Combination Products werden beispielsweise bei
Indikationen wie Krebs, Multipler Sklerose, Diabetes und Herzerkrankungen eingesetzt.
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2.4 Combination Products

Die Hauptprodukttypen auf dem Markt sind Stents, die Arzneistoffe freisetzen, Inhaler,
Insulinpumpen, orthopédische Produkte, Combination Products fiir die Wundversorgung,
intradermale Patches, intraokulare Implantate und viele mehr (25). Pens und Autoinjektoren
werden oft als Combination Products zugelassen. Die ersten Autoinjektoren zur
Selbstinjektion finden ihren Ursprung beim Militdr und wurden fir Soldaten in
Notfallsituationen entwickelt (26). In den 70er Jahren begann die Entwicklung von
Autoinjektoren fur die intramuskulare Applikation von Adrenalin, Atropin und anderen
Antidots (5). Heute werden &hnliche Geréte fur die Notfallbehandlung eines anaphylaktischen
Schocks mit Epinephrin verwendet (5). Die néchste grofle Weiterentwicklung waren
Autoinjektoren zur subkutanen Applikation von Sumatriptansuccinat zur Behandlung von
Migrane. 1990 begann die Entwicklung der ersten wiederverwendbaren Autoinjektoren, die
eine regelmalige Injektion von bspw. B-Interferonen und Glatirameracetat zur Behandlung
der Multiplen Sklerose méglich machten (5). Seit 2000 ist der Bedarf an Autoinjektoren zur
einmaligen Verwendung besonders gestiegen. Grund daflr ist die Einfihrung von
biologischen Produkten wie z.B. TNF-a-Inhibitoren (Etanercept, Adalimumab) in
vorgefullten Spritzen zur wochentlichen Gabe (5). GMP-Anforderungen fir Injektionsgerate
sind in der 1ISO-Norm 13485 und in Teil 21 des CFR aufgefiihrt. Seit 2017 gilt die neue EU-
Medizinprodukteverordnung (Medical Device Regulation, MDR) und ersetzt die bisherigen
Medizinprodukte Richtlinien 93/42/EWG und 90/385/EWG (aktive implantierbare
Medizinprodukte). In einer Guideline der FDA (,,Guidance for Industry and FDA Staff:
Technical Considerations for Pen, Jet and Related Injectors for Use with Drugs and Biological
Products.”) findet man technische und wissenschaftliche Informationen fiir Pens und
Injektoren, die fir die Verabreichung von Arzneistoffen und anderen biologischen Produkten
geeignet sind (27). Diese Informationen sind fir die Entwicklung und Zulassung eines
solchen Produktes unerlasslich. In der genannten Guideline sind auch die nétigen 1SO-
Normen aufgefuhrt, die die durchzufiihrenden funktionellen Tests beschreiben. Ebenfalls
beschreiben sie, wie die Produktbeschreibung (Design, Materialien) aussehen soll, wie die
Sterilitat zu prifen ist, wie das Produkt zu kennzeichnen ist und wie die Lagerung erfolgen
soll (27).
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2 Einleitung

2.5 Stand der Technik

Je nach Indikation und Frequenz der Applikation werden unterschiedliche Gerédte mit

unterschiedlichen Handhabungsschritten verwendet.

2.5.1 Marktanalyse

Arzneistoffe, wie zum Beispiel Insulin, mussen taglich oder sogar mehrmals taglich
verabreicht werden. Einige langwirksame Therapeutika, wie zum Beispiel Arzneistoffe, die
bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, mussen jedoch nur wochentlich oder seltener
angewendet werden, da sie eine lange Halbwertszeit haben (11). Sie liefern eine Einmaldosis
und werden nach der Injektion im Ganzen entsorgt. Autoinjektoren fir eine
Mehrfachverwendung sind selten und werden nur bei regelméigen Injektionen (bspw. bei der
Therapie von Multipler Sklerose), oder bei der Notfallbehandlung von Migraneattacken
angewandt (5). Im Gegensatz dazu werden Pens flir eine Mehrfachverwendung genutzt, da sie
meist auch bei Therapien eingesetzt werden, die mehrmals wdéchentlich/mehrmals téglich
angewandt werden missen. Autoinjektoren zur Behandlung des anaphylaktischen Schocks
(z.B. Jext®Fertigpen, Emerade®Fertigpen, Fastjekt®Autoinjektor) sind zur akuten
Notfallbehandlung zugelassen. Der Autoinjektor wird danach verworfen. Hier ist es wichtig,
dass dieser beim Transport nicht ausldsen. Deshalb gibt es einen Sicherheitsmechanismus.
Eine Kappe muss zuerst aktiv entfernt werden bevor man den Injektor gegen die Haut pressen
kann und dadurch den Autoinjektor aktiviert. Das einfache Ausldsen des Injektors ist wichtig,
da im Akutfall ein schnelles Anfluten des Wirkstoffs im Blut essentiell ist. Deswegen werden
auch Autoinjektoren genutzt, die den Arzneistoff nicht subkutan, sondern intramuskular
applizieren kdnnen. Bei subkutanen Injektionen kommt es zu einer langsamen Verteilung und
einem gleichmé&Rigen Anstieg der Medikamentenkonzentration. Im Gegensatz dazu sind bei
einer intramuskulédren Injektion eine schnelle Aufnahme des Arzneistoffs und ein schneller

Anstieg der Konzentration durch die gute Durchblutung des Muskels erwiinscht.

Momentan auf dem Markt befindliche Autoinjektoren zur subkutanen Anwendung erfordern
mehrere Schritte bis zum Auslosen. Um Patienten in der Durchfiihrung ihrer Selbstinjektionen
zu unterstitzen, arbeiten viele Hersteller von Autoinjektoren und Pens an der Minimierung
und Vereinfachung der Injektionsschritte. Der metex®Pen zeigt einen handelsiiblichen
Autoinjektor, der fir die Applikation von Methotrexat bei Rheumatoider Arthritis zugelassen

ist.
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2.5 Stand der Technik

Ausloseknopf

Griff

Aktivierungseinheit mit vorgespannter
Feder

Prefilled Syringe (PFS)

Ausfahrbarer Nadelschutz
(Needle Shield)

Abziehbarer Verschluss

Abbildung 7: Der metex®Pen als Beispiel eines Autoinjektors (28).

Das Handling des metex®Pen wird in Abschnitt 2.5.2 erlautert. Neben dem metex®Pen gibt es

noch viele andere Autoinjektoren und Pens auf dem Markt.
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2 Einleitung

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht.

Tabelle 1: Ubersicht tiber Pen und Autoinjektor-Systeme (5, 29).

Bezeichnung | Hersteller Wirkstoff Indikation Dosierung Informationen Bild
RA 1 x wéchentlich, s.c. Einmalgebrauch,
p L Auslésung mit einem Schritt, hdrbarer
soriasis, p SO
) ) ) Morbus KI|cI_< am Ende d'er Injektlon,_
Humira® AbbVie Adalimumab 40 mg/0,8 ml Farbindikator zeigt vollstandige
Crohn, ot “
o Applikation an, 1 ml PFS (27 G, ¥ *)
Colitis SN
aus Glas, 14 Tage stabil bei
Ulcerosa
Raumtemperatur
1 x wdchentlich, s.c. Einmalgebrauch,
PFS (27 G) Nadelschutz-
Enbrel® RA mechanismus, Klicken und “ay,
SureClick AMGEN Etanercept Pso}iasis 50 mg/ml Inspektionsfenster zur Beobachtung
Autoinjektor der Injektion, Nadel zu keiner Zeit
sichtbar, 15-30 min Lagerung an
Raumtemperatur
—
i
I‘
Cosentyx® Schwere o AL 1
Sensoready Novartis Secukinumab Plaque- 150 mg/ml PFS @27 G, %7, Knopf-Aktivierung,
o Einmaldosis
Pen Psoriasis |
|
:
! |
I !
I .
@
EQriasis- 1 x monatlich, s.c. Einmalgebrauch ] ¢ il
Simponi . - PFS (27 G, Glas), Aktivierung durch B
SmartJect® Janssen Golimumab Artl_wr_ltls, 50 mg/0,5 mi Pressen auf Hautstelle, klicken und | ' |
Colitis o !
Farbindikator il
Ulcerosa i
i1
®
Orencia® Bristol-Myers ) .
ClickJect Pen | Squibb Abatacept RA 125 mg/ml 1 x wéchentlich
[
Einmalgebrauch bei
Jext® ALK Adrenalin Anaphylaxie 150 ug/0,15 mi Notfallsituationen, gelbe Kappe
300 pg/0,3 mi - -
abziehen und gegen die Haut pressen '
Lyo-Pen, Zweikammer-System,
Pulver zur Herstellung einer Lésung o
Bydureon® AstraZeneca Exenatide Diabetes 2 mg/0,65 ml In einem Fertigpen, drehen bis zur
ersten Markierung, dann auf
Hautstelle setzen und Knopf driicken,
1 x wchentlich
A
Puregon®Pen | MSD Follitropin-f Infertilitat f%O’GOO’QOO Mehrfach-Applikation méglich %
Mehrfachgebrauch mit NovoFine oder SR
. . ® Kleinwuchs, 5 mg/1,5 ml/- NovoTwist Einweg-Injektionsnadeln
I';IIc;;dplgj%pm “g\rl(?isk Somatropin Turner- 10 mg/1,5ml/ - | bis zu einer L&nge von 8 mm,
Syndrom 15 mg/1,5 ml Dosierknopf kann zuriick gedreht

werden
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2.5 Stand der Technik

Bezeichnung | Hersteller Wirkstoff Indikation Dosierung Informationen Bild
Intramuskulére Gabe, 1 x
® n . wdochentlich, 1 ml Glas-PFS
Qg/r:)nex Biogen Ilr:;erferon B gﬁétr'gslz 30 pg/0,5 ml Sicherheitsverschluss und
Sichtfenster, 30 min vor Gabe an
Raumtemperatur lagern
50.80 Lyo-Pen: =
PeglIntron® Peginterferon- 10’0 ' Weilies Pulver, Klares farbloses i
Clearclick MSD g Hepatitis C ' Loésungsmittel, s.c. Applikation, 24 h | ,
Ferti o 120,150 pg/0,5 - h : I
ertigpen mi stabil, Zweikammer-Patrone, zum -
Mischen hin und her schwenken
7,5/-10/-12,5/-
15/-17,5/-20/- _— .
metex® Pen medac Methotrexat RA, _schwere 22,5/-25/-27,5/- SC Injektion, lll<lare, g_elbhch braune
Psoriasis 30 Losung, 1 x wdchentlich
mg
Akute Subkutane Applikation,

. ® Behandlung Mehrfachgebrauch, Packung mit 2 , "]
'”?'9“’” . der Migréane/ Kartuschen mit jeweils -
Inject GSK Sumatriptan cl 6 mg/0,5 ml 05 ml Imi Ini B
Glaxopen uster- 5 ml Imigran-Inject o

Kopf- Injektionslésung und
schmerz 1 GlaxoPen
2.5.2 Handling

Es gibt unterschiedliche Handhabungsarten, die sich je nach Zweck des Autoinjektors

unterscheiden.  Epinephrin  Autoinjektoren zur Behandlung von anaphylaktischen
Schockzustanden missen in dieser Akutsituation einfach zu handhaben sein und auch intuitiv
von Begleitpersonen zu bedienen sein, falls der Patient nicht mehr eigenstandig in der Lage ist
sich das Medikament zu spritzen. Der Fastjekt® Autoinjektor zeigt die Applikation von

Epinephrin in zwei Schritten.

Abbildung 8 a) und b): Vorbereitung und Applikation mit einem Fastjekt®Autoinjektor (30).

Im ersten Schritt wird die Schutzkappe vom anderen Ende des Autoinjektors abgenommen.
Sie verhindert, dass der Autoinjektor ungewollt beispielsweise in einer Tasche beim normalen
taglichen Transport auslésen kann. Die Schutzkappe muss mit einer aktiven Bewegung
héndisch entfernt werden. Dies ist nicht durch Erschitterungen moglich. Meist muss der
Autoinjektor auch erst aus einer Schutzhiille herausgenommen werden. Diese Schutzhille ist
nochmal ein zusatzlicher Schutz gegen das friihzeitige ungewollte Auslésen bspw. beim
Transport.
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2 Einleitung

Im zweiten Schritt wird der Autoinjektor an der richtigen Stelle auf die Haut gedriickt. Das
Eindricken des vorderen Teils des Autoinjektors fuhrt zum Auslésen und Ausfahren der
Nadel. Eine Falte muss bei Autoinjektoren zur Behandlung von anaphylaktischen Schocks
nicht gemacht werden. Die Medikation soll das intramuskulare Kompartiment erreichen, um
durch die gute Durchblutung des Muskels mdglichst schnell in den Blutkreislauf zu gelangen.
Aufgrund dessen haben Autoinjektoren fur diese Indikation Nadellangen im ausgefahrenen
Zustand von bis zu ca.l5mm (31). Applikationsort ist meist der Oberschenkel. Der

Autoinjektor soll mindestens 3 Sekunden gehalten werden.

Bei anderen Autoinjektoren miuissen mehr Schritte durchgefihrt werden bis sie
applikationsfertig sind. Der metex®Pen zur Verabreichung von Methotrexat, einem Wirkstoff
zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis, wird folgendermalien vorbereitet (32). Zunéchst
ist es noétig, die Hautstelle zu desinfizieren (siehe Abbildung 9 a). Der metex®Pen sollte vor
jeder Verwendung auf Unversehrtheit Gberprift werden. Anschlieend kann der Verschluss
abgezogen werden (siehe Abbildung 9 b). Damit wird auch die Nadelschutzkappe abgezogen.
Sobald diese entfernt wurde, sollte das Medikament umgehend appliziert werden, da die
Nadel nun nicht mehr geschutzt ist. Mit einer Hand wird eine Hautfalte gebildet, auf die man
den Injektor in einem 90° Winkel aufsetzt (siehe Abbildung 9 c). Die Hautfalte ist wichtig,
um das subkutane Kompartiment zu treffen. Da es bei dieser Therapie nicht um ein schnelles
Anfluten des Wirkstoffes geht, wird der Wirkstoff subkutan appliziert. Durch Aufsetzen des
Needle Shields auf die Haut wird der Ausléseknopf entsichert und kann nun betétigt werden
(siehe Abbildung 9 d). Die Injektion startet durch Dricken auf den Ausldseknopf (siehe
Abbildung 9 e). Meist hort der Patient ein Klicken, das den Start der Injektion anzeigt. Durch
das Sichtfenster kann der Patient den Verlauf und das Ende der Injektion beobachten.
Waéhrend der Injektion, und auch danach, muss die Hautfalte stets gehalten werden. Die
Injektion dauert meist 5 Sekunden. Um sicher zu gehen, dass die volle Dosis verabreicht
wurde, sollte der Autoinjektor mindestens 5 Sekunden, maximal 10 Sekunden gehalten

werden und im Sichtfenster keine Flissigkeit mehr vorhanden sein.
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2.6 Forschungsgebiete

Abbildung 9: a-f) Vorbereitung und Applikation eines metex®Pens (32).

Der Pen wird anschlieBend senkrecht von der Hautstelle entfernt (Abbildung 9 f). Das Needle
Shield schiebt sich automatisch Uber die Nadel und rastet ein. Der Patient ist somit vor
Nadelstichen geschutzt. Es gibt noch viele andere Autoinjektoren, jedoch &hnelt die

Handhabung den beiden vorgestellten Prinzipien (32).

2.6 Forschungsgebiete

Zum Thema Hautmodelle wurden bereits einige Publikationen veroffentlicht. Dabeli
beschrankte man sich auf Hautmodelle im Allgemeinen (33). Es wurden Materialien
untersucht, die in der Lage sind, die physikalischen Eigenschaften der Haut widerzuspiegeln.
Durch eine breit gefacherte Literatursuche wurden neben flissigen Suspensionen,
gelatinedhnliche Substanzen (Gelatine, Agar, Polyvinylalkohol-Gele), Elastomere (Silikone,
Polyurethane), Epoxidharze, Metalle und Textilien als Hautmodelle gefunden (33).

Neben diesen physikalischen Hautmodellen kdnnen auch Schweinehaut oder kunstlich
gezlichtete Hautzellen als Hautmodelle fungieren (33). Fir die Tests von Autoinjektoren
wurde ballistische Gelatine als ,,Hautmodell* verwendet, um Injektionsprozesse zu
visualisieren. Dabei sollten die Einstechtiefe der Nadel, sowie die Tiefe und Breite des
Injektionsbolus analysiert werden (31, 34-36). Das Schweinehaut-Modell wurde in einigen
Publikationen als tierisches Hautmodell getestet (37, 38). Dabei wurde der Einfluss
verschiedener Faktoren (Nadelldnge, Injektionsgeschwindigkeit und Injektionsvolumen) auf

die Verteilung von beispielsweise Insulin an lebenden Schweinen untersucht. In einer anderen
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Publikation wurde das Schwein zur Infusion von Immunglobulinen verwendet und der
interstitielle Druck, sowie die lokale Viskoelastizitdt der Haut wéhrend der Infusion
gemessen. McDonald et al. beschaftigte sich mit der subkutanen Applikation von
Biotherapeutika und deren Absorptionswegen (17). Das Schweinehaut-Modell wird auch zur
Ermittlung der Injektionskrafte und des Gewebe Gegendrucks wahrend der subkutanen
Injektion genutzt, um eine Anndherung an Injektionskréafte und Widerstande wahrend in vivo

Injektionen zu bekommen (39).

Die Einflusse von Volumen, Injektionsgeschwindigkeit, Viskositat und Injektionsort auf das
Schmerzempfinden und die Vertraglichkeit sind noch nicht ausreichend analysiert. Es gibt nur
wenige Studien, die sich diesen Fragestellungen annehmen (40, 41). Teilweise sind die
Ergebnisse widerspriichlich. Es gibt zu wenige kontrollierte klinische Studien, um die Thesen
zu unterstiitzen. Dabei ist in den Studien allgemein ein Trend zu héheren Volumina zu sehen
(11, 35). Combination Products auf dem Markt beinhalten Spritzen von 1 ml (bspw. Enbrel®,

Humira®, Simponi®) (35). Bei einem Injektionsvolumen von 1 ml, miissen Biologicals oft in
Konzentrationen >100 % formuliert werden. Dies bringt einige Schwierigkeiten wie z.B.

hohe Viskositdten, verursacht durch das Protein selbst, schlechte Proteinldslichkeit,
Aggregieren der Proteine und eine schlechte Proteinstabilitdt Gber lange Lagerzeiten mit sich
(35). Man geht jedoch davon aus, dass Volumina > 2 ml mit Schmerzen und Nebenwirkungen
an der Einstichstelle bzw. einem Austritt der Flussigkeit aus der Injektionsstelle (Leakage)
assoziiert werden (20). Bekannt sind einige Publikationen, die sich mit Adrenalin-
Autoinjektoren zur Selbstadministration, den damit verbundenen Nadellangen und der
Fragestellung subkutane versus intramuskuldre Applikation beschéftigen (34, 42-44). Die
Geometrie und der Durchmesser der Nadel bzw. deren Einfluss auf das Schmerzempfinden
sind gut untersucht (45-48). Ebenfalls sind Publikationen veréffentlicht, die Autoinjektoren
mit Fertigspritzen vergleichen, um das beste Device fiur die Applikation von Biologicals zu
entwickeln (49, 50).

2.6.1 Anforderungen an einen idealen Autoinjektor

Autoinjektoren missen zuverldssig den Arzneistoff zur richtigen Zeit und in der richtigen
Dosis an die richtige Stelle bringen. Um das richtige Kompartiment zu erreichen, braucht man
die richtige Nadellange. L&ngere Nadeln werden fir die intramuskuldre Applikation benétigt,
kirzere Nadeln fir die subkutane Injektion. Bei der subkutanen Injektion ist es, je nach Dicke
der subkutanen Fettschicht an Bauch und Oberschenkel, wichtig eine Falte zu bilden und den

Autoinjektor in einem 90° Winkel dazu anzusetzen.
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2.6 Forschungsgebiete

Ebenfalls mussen hohe Krafte wirken, um die Losung in einer bestimmten Zeit durch die
dinne Nadel in das Kompartiment zu bringen. Bei Biologika besitzen die Nadeln meist einen
AuRendurchmesser von 27 G. Dies entspricht ca. 0,3 mm. Diese Kréfte werden meist durch
eine gespannte Feder im Federtopf des Autoinjektors aufgebracht. Ein limitierender Faktor

hierbei kann der Nadeldurchmesser sein, da die Durchmesser sehr klein sind.

Autoinjektoren mussen robust und einfach zu bedienen sein. Sie sollten verl&sslich,
komfortabel und vor allem sicher sein. Die Handhabung sollte intuitiv sein. Mdglichkeiten zur
Information, bspw. Gebrauchsanweisung sollten ebenfalls einfach beschrieben sein. Device
Entwickler versuchen, die Anzahl der Schritte bis zur Injektion fiir den Patienten so gering

wie moglich zu halten.

Device Hersteller setzen immer mehr auf ein ergonomisches Design, welches das Halten des
Pens/Autoinjektors erleichtert und somit die Nutzung des Autoinjektors fur eine breite
Patientenpopulation mdglich macht. Manchen Patienten bereitet das Abdrehen des
Verschlusses Probleme. Deswegen gibt es Gerdate, bei denen man den Verschluss sowohl
abdrehen als auch abziehen kann. Auch die Aktivierung der Dosisabgabe durch Driicken des
Knopfes an der Oberseite des Gerétes ist fir manche Patienten eine Hirde. Pens und
Autoinjektoren, die den Ausloseknopf an der Seite tragen, bendtigen weniger Kraft um die
Dosis auszuldsen und bieten somit ein einfacheres Zusammenspiel zwischen Halten des
Geréates und Auslosen der Dosis. Auch die Aktivierung durch Druck auf den Nadelschutz
erleichtert dieses Zusammenspiel, da hier die ganze Hand zum Auslésen des Injektors

verwendet werden kann.

Horbare Gerausche, die den Anfang und das Ende der Dosisabgabe anzeigen, sowie visuelle
Farbanderungen im Inspektionsfenster, versuchen dem Patienten die Sicherheit zu geben, dass
die vollstandige Dosis injiziert wurde. GroRe Dosisanzeigen erleichtern die Einstellung der
korrekten Dosis. Fir Wirkstoffe, die in Losung nicht lange stabil sind, gibt es Zwei-Kammer
Systeme, die separat das Lyophylisat und in einer anderen Kammer das Ldsungsmittel
aufbewahren. Kurz vor der Verabreichung muss der Inhalt dieser Kammern durch Drehen des

oberen Knopfes gemischt werden.

Fur Patienten, die an einer Nadelphobie leiden, gibt es Systeme bei denen die Nadel zu
keinem Zeitpunkt der Injektion sichtbar ist. Durch die vorhandenen Sicherheitsmechanismen
(Nadelschutzkappe, herausfahrbares Needle Shield) werden Nadelstichverletzungen
minimiert. Zusétzlich sollte der Autoinjektor eine lange Haltbarkeit haben und auch bei

verschiedensten Temperaturen stabil bleiben. Die Wahrscheinlichkeit, dass der Autoinjektor
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2 Einleitung

spontan auslost, ohne, dass er betétigt wurde, sollte so gering wie mdglich sein (44). Die
Nutzung eines Autoinjektors soll im Vergleich zu einer manuellen Spritze Vorteile fur den
Patienten bieten und vor allem dessen Compliance steigern. Das Ziel ist es, mit einem

Autoinjektor Angst und Dosierfehler bzw. Fehler in der Vorbereitung zu vermeiden.

2.7 Grundlagen der Rheologie

Die Rheologie beschreibt die Lehre des FlieRverhaltens von Stoffen und Stoffsystemen (10).
Sie umfasst die Wissenschaft der Deformation und des Flielens von Flussigkeiten und
halbfesten Systemen und ist ein wesentlicher Faktor, der in allen Stufen der
Arzneimittelentwicklung zu berucksichtigen ist. Die Deformation beschreibt dabei das
Verhalten des Systems vor dem FlieRen. Die Viskositat beschreibt den Widerstand, den das
System dem FlieRen entgegensetzt (10). Erst wenn die intermolekularen Kréfte berwunden
sind, beginnt das System zu flieRen (10). Die Kraft, die notig ist, um den Widerstand zu

Uberwinden, ergibt sich aus dem Newton‘schen Gesetz (10):

F dv

a~"ax
dabei ist F die, auf eine Flissigkeitsschicht der Flache A, einwirkende Kraft (N) und » die dynamische

Formel 1 (10)

Viskositat der Flussigkeit (Pa-s). Der Faktor v entspricht der Geschwindigkeit der Flissigkeitsschicht
(?) wahrend x den Abstand der betrachteten Flissigkeitsschicht von der untersten, stationaren

Schicht (m) beschreibt.

Der Quotientgbeschreibt die Schubspannung t (%) Der Differentialquotients—: entspricht

dem Schergefalle (s*) oder die Scher- bzw. Deformationsgeschwindigkeit D.

Vereinfacht man den Term so ergibt sich (10):

T=n-Dbzw.n = Formel 2 (10)
Flussigkeiten, deren FlieBverhalten dem Newton‘schen Gesetz folgen, bezeichnet man als
Newton‘sche Flussigkeiten, d.h. die Viskositat bleibt konstant, unabhéngig von der Scherrate.
Ein solches FlieRverhalten wird bei Losungsmitteln wie Wasser oder Ethanol und bei
niedermolekularen Olen beobachtet. Der Logarithmus der dynamischen Viskositat

aufgetragen gegen den Logarithmus der Scherrate zeigt eine Gerade.
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Abbildung 10: Abhéngigkeit der Viskositat von der Scherrate in verschiedenen Systemen (51).
Neben idealviskosen Flissigkeiten gibt es auch strukturviskose oder dilatante Systeme (10).
Strukturviskose Flussigkeiten bspw. Polymerldsungen, Emulsionen oder Suspensionen andern
ihre Viskositdt mit steigendem Schergefélle. Mit steigender Schubspannung nimmt die
Viskositdt ab. Es kommt zu einer Scherverdiinnung (Pseudoplastizitat) (10). Ein solches
FlieRverhalten ist beispielsweise bei linearen Polymeren zu finden, deren Polymerketten sich
erst nach und nach mit steigender Scherbeanspruchung von einem ungeordneten Zustand in
eine Richtung ausrichten. Bei sehr niedrigen Scherraten kann ein newton‘scher Bereich
beobachtet werden, da die Eigenbewegung der Molekile noch schnell genug ist, um dem
Orientierungseffekt entgegenzuwirken (Nullscherviskositdt, Newton‘sches Plateau) (10).
Dilatante Systeme zeigen genau das Gegenteil. Mit steigender Scherbeanspruchung kommt es
zu einem Anstiegt der Viskositat (10). Dies ist zum Beispiel bei Suspensionen mit hohem
Feststoffanteil bzw. Pasten der Fall.

Sollte eine Flussigkeit dem pseudoplastischen Verhalten folgen, ist es oft der Fall, dass sich
die zerstorten Strukturen nach Ende der Scherbeanspruchung langsam mit der Zeit
wiederaufbauen. Diesen zeitabhangigen Effekt nennt man Thixotropie (10). Eine komplette
Zerstorung der Gerlststruktur ohne Wiederaufbau in Ruhe bezeichnet man als
Rheodestruktion (10).

Das Messen des Newton‘schen FlieBverhaltens setzt einen laminaren Fluss (Reynoldszahl

unter 2300) voraus, da es bei turbulenter Stromung zu fehlerhaften Messungen kommit.
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2 Einleitung

Die Reynolds-Zahl setzt sich folgendermafen zusammen:

v-d-p
n
v = Mittlere Strdmungsgeschwindigkeit der Flussigkeit
d = Charakteristische GroRe fur die Abmessungen des Systems, das flir das Flieverhalten relevant ist

p = Dichte der Flussigkeit
n = Dynamische Viskositéat der Flussigkeit

Re = Formel 3 (10)

Bei Newton‘schen Flussigkeiten kann ein Kapillar- bzw. Kugelfallviskosimeter verwendet
werden. Beim Kapillarviskosimeter dient die Durchlaufzeit eines bestimmten Volumens
durch eine genormte Kapillare als Mal} fir die Viskositat. Beim Kugelfallviskosimeter dient
die Zeit, die eine definierte Kugel in dem zu messenden Medium in einer bestimmten Zeit
zuruck legt, als MaR fur die Viskositat (10).

Zur genaueren Aussage Uber das FlieRverhalten eines Stoffes sind Rotationsviskosimeter von
grolRer Bedeutung. Dies sind meist Kegel-Platte Systeme, die zur Aufnahme einer FlieRBkurve
uber einen grolRen Scherratenbereich geeignet sind. Dabei wird auf einer temperierbaren
Platte die Flussigkeit aufgetragen und durch einen flachen Kegel mit abgestumpfter Spitze
bewegt. Dabei kann der Kegel verschiedene Offnungswinkel & und Durchmesser besitzen
(1°60 mm, 1°40 mm, 1°20 mm). Zum Start der Messung wird der Kegel soweit auf die Platte
heruntergefahren bis seine gedachte Spitze diese Platte beruhren wirde. Der sich ergebene
Spalt muss von der Probe ausgefiillt werden (keine Uber- oder Unterfiillung). Ein genaues
Trimmen der Probe ist fur eine exakte und reproduzierbare Messung unerlasslich. Der Kegel
rotiert mit einer bestimmten Winkelgeschwindigkeit ®. Das Drehmoment (M) ist dabei das

MaR fir die Schubspannung.

I M

R

Abbildung 11: Kegel-Platte System (51).

Dabei kann die Schubspannung vorgegeben und die Schergeschwindigkeit aufgezeichnet

werden, oder umgekehrt. Die Schergeschwindigkeit ist im ganzen Spalt gleich.
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Die Schubspannung ergibt sich somit aus:

3-M

R pp——" Formel 4 (10)

T = Schubspannung, M = Drehmoment, r = Radius des Kegels

Das Europaische Arzneibuch (Ph. Eur.) beschreibt die Messmethoden zur Viskositatsmessung
ab Kapitel 2.2.9 (9). In Kapitel 2.2.10 ist die Methodik der Rotationsviskosimetrie néher
dargestellt. Sie wird vor allem fur Nicht-Newton‘sche Systeme empfohlen, da deren
Viskositat mit steigender Scherrate nicht konstant ist. In den Monographien bestimmter Stoffe
sind die Methoden zur Viskosimetrie mit genauen Angaben des zu verwendenden Gerdates

inklusive  einzustellender ~ Scherrate  oder  Winkelgeschwindigkeit ~ angegeben.
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Biologicals werden meist zur Langzeittherapie von Autoimmunerkrankungen wie
Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa und Psoriasis verwendet. Fir die
Applikation stehen Autoinjektoren zur Verfugung, die den Proteinarzneistoff ins
Unterhautfettgewebe (subkutan) injizieren. Dies kann vom Patienten selbst in hduslicher

Umgebung durchgefiihrt werden. Die meisten Biopharmazeutika werden mit einem Volumen

von 1 ml verabreicht (52). Da die absolute Dosis im 7:—5 Korpergewicht-Bereich liegt, ist die

Proteinkonzentration meistens hoch. Bei einer subkutanen Injektion braucht man hohe
Konzentrationen am Zieltarget, um die gewinschte klinische Dosis zu erzielen (53). Sie darf
aber nicht zu hoch sein, da die Viskositat der Formulierung ab einer Proteinkonzentration >

100 % exponentiell ansteigt und die Spritzbarkeit aufgrund des geringen

Kanulendurchmessers nicht mehr gewéhrleistet ist (53). Formulierungen mit einer hohen
Viskositét fihren zu hohen Injektionskréaften und langen Injektionszeiten, da beide Parameter
proportional zur Viskositét sind (53). Proteinformulierungen kénnen Viskositaten bis zu 30 —
40 cP haben (5). Viskositaten tber 50 cP machen eine subkutane Injektion sehr schwierig
(54).

Um die Problematik der hohen Konzentrationen und damit verbundenen hohen Viskositaten

zu umgehen, geht der Trend zu héheren Injektionsvolumina.

Mit dem Wissen, dass Injektionen héherer Volumina spritzbar, fur den Patienten zumutbar
und gut vertréglich sind, ist das Ziel, die Anzahl an Injektionen pro Behandlung zu reduzieren
und die Compliance der Patienten steigern (52). In Forschung und Entwicklung werden

momentan VVolumina von 2 ml und mehr getestet.

In dieser Pilot-Studie soll der Einfluss einer Placebolosung (2 ml, 8cP) auf die
Vertraglichkeit und das Schmerzempfinden bei gesunden Probanden getestet werden. Injiziert

wird in das subkutane Fettgewebe in unterschiedlichen Geschwindigkeiten (0,1 mTl 0,13 mTl

0,2 mTl) mittels Autoinjektor. Zusétzlich soll der Stellenwert des Injektionsortes beziglich

Schmerz- und Juckreizempfinden analysiert werden. Mittels Fotoaufnahmen wird die
Injektionsstelle wahrend und nach der Injektion analysiert (nach 1 und nach 5 Minuten), um
maogliche Hautreaktionen festzuhalten. Ein Demokit (Dummy-Injektion, Injektion ohne
Spritze mit anschlieRender Schmerz- und Juckreizbewertung) dient als Nullwert. Da bislang
nur wenige Erkenntnisse dartiber gewonnen wurden, welche Faktoren bei der Injektion fur das

Schmerzempfinden und die Vertraglichkeit eine Rolle spielen, ist es Ziel dieses
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Forschungsvorhabens, Grundlagen im Bereich der subkutanen Applikation einer
Injektionslésung durch einen Autoinjektor zu generieren. Durch die gewonnenen
Erkenntnisse  konnen  optimale, patientenfreundliche und  compliancefordernde
Kombinationsprodukte fiir den Patienten entwickelt werden, die den Schmerz bei der
Selbstanwendung so gering wie mdglich halten, eine akkurate Abgabe der Formulierung
gewahrleisten und fiir den Patienten vertraglich sind. Die Verabreichung von Volumina >
2ml ist durch einen federbetriebenen Autoinjektor herausfordernd, da vor allem bei
schwachen Federn (lange Injektionszeiten) ein vollstdndiger AusstoR der Flussigkeit
gewahrleistet werden muss. Es gibt momentan keine Studien, die ein solches Volumen durch
einen Autoinjektor applizieren. Die ersten Erkenntnisse werden mit dieser Studie gewonnen
und konnen fir die weitere Device-Entwicklung verwendet werden. Die Ergebnisse der
Studie sollen neue Impulse fiir die Entwicklung und Herstellung fiihrender Drug-Delivery-
Gerate bieten, die helfen, innovative Wirkstoffe an den Patienten zu verabreichen. Sie sollen
Aussagen dartber treffen, welche Werte wissenschaftlich als ,,patientenfreundlich® belegbar
sind. Zusatzlich soll die Studie Erkenntnisse fir die Entwicklung von Hautmodellen fir
praklinische Tests von Autoinjektoren liefern. Fir die Studie wurde eigens ein Autoinjektor
entwickelt, der fur den Mehrfachgebrauch geeignet ist und variabel umgebaut werden kann
(unterschiedliche Federstarken, unterschiedliche Spritzen). Um Autoinjektoren in der
Entwicklung und vor der Klinik testen zu koénnen, braucht man ein Hautmodell, das der
menschlichen Haut dahnlich ist. Es sind viele synthetische Hautmodelle bekannt. In
verschiedenen Quellen wird ballistische Gelatine, ein historisches Hautmodell aus der
Wundballistik (55), als Testmedium fir Autoinjektoren zur Notfalltherapie bei Anaphylaxie
verwendet (31, 56). Dieses Material soll auch fur die préklinischen Tests vor der Studie
verwendet werden um den Injektionsprozess zu visualisieren und somit die Funktionalitat des
Autoinjektors zu testen. Zudem soll die Eignung der ballistischen Gelatine als Hautmodell
bewertet werden. Auf tierischer Seite ist die Schweinehaut der menschlichen Haut am
ahnlichsten (17) und wird als tierisches Hautmodell verwendet. Um das richtige Hautmodell
zu finden, missen zunéchst die wahren Gegebenheiten in vivo untersucht werden, um dann
rickschlielend das richtige Hautmodell zu entwickeln, welches die in vivo Verhéltnisse am

besten simuliert.
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Um Autoinjektoren in der préklinischen Phase ihrer Entwicklung testen zu kénnen, werden
Materialien gesucht, die ein Hautmodell simulieren und eine Visualisierung des
Injektionsprozesses in vitro moglich machen. Experimente mit menschlicher oder tierischer
Haut werfen ethische Fragestellungen auf. Die mangelnde Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
aufgrund der hohen Variabilitdt der Haut ist ebenfalls problematisch. In den letzten
Jahrzehnten haben Zellkulturen an Bedeutung gewonnen, um Stoffe in Forschung und
Entwicklung aber auch im klinischen Bereich in vitro testen zu kdnnen (33). Dennoch gibt es
auch hier einige Grenzen. Die physikalischen Eigenschaften decken nicht komplett die
Eigenschaften menschlicher Haut ab. Zelluldre kiunstliche Hautmodelle sind schwierig zu
zlichten. Fir eine subkutane Applikation muss die Zellschicht mehrere Zentimeter dick sein,
um den Einstich der Nadel und die Abgabe der Losung in das Gewebe zu gewahrleisten, bzw.
die Verteilung der Flissigkeit im Gewebe untersuchen zu konnen. Aktuell ist es nicht méglich
eine so dicke Zellschicht zu zichten, die dem Druck bei der Injektion standhélt. Die
Produktion ist sehr zeitaufwandig und kostspielig. Kunstliche Hautmodelle sind nicht einfach
zu lagern (33). Auch die Versorgung aller Schichten mit Nahrstoffen muss Uber einen
gewissen Zeitraum gewahrleistet sein. Da dies zeitlich und auch finanziell im Rahmen dieses
Projektes nicht zu realisieren war, wurde nach einem nicht-zelluléren, inaktiven Hautmodell
gesucht, um mit diesem Vorhersagen zum Verhalten des Autoinjektors in vivo machen zu

kénnen und den Autoinjektor préklinisch testen zu kdnnen.

Es wurde nach einem Material gesucht, das transparent ist, damit die injizierte Flussigkeit mit
einem akzeptablen Kontrast detektiert werden kann (57) und welches dem Aufsetzen des

Autoinjektors und dem Einspritzen der Flussigkeit standhdlt.

Dafiir wurden verschiedene Gele (Gelatinegel, Carbomer-Gele), sowie andere Materialien,
wie beispielsweise Silikon, getestet. Nach der Literaturrecherche fiel der Fokus auf
ballistische Gelatine als Testgewebe, da diese Gelatinegele hohere Gelstarken als
handelsilibliche Gelatine aufweisen und somit dem Druck des Injektionsprozesses besser
standhalten kénnen. In verschiedensten Publikationen, meist fir Tests von Autoinjektoren fiir
die Notfalltherapie bei anaphylaktischen Reaktionen, wurde ebenfalls ballistische Gelatine als
Hautsimulanz verwendet (31, 33, 34, 44, 56). Wasser-Gelatine-Mischungen sind in der Lage,
die Dichte und Viskositat von menschlichem Gewebe zu simulieren (33).

Mit einem bereits auf dem Markt befindlichen Autoinjektor (BD Physioject™) und unserem
selbst entwickelten variablen Autoinjektor wurde ballistische Gelatine als Hautmodell
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getestet, die Bolusbreite und Tiefe des Injektionsbolus bestimmt und die Injektionszeiten

ermittelt.

Ebenfalls wurde Schweinehaut als tierisches Hautmodell verwendet. Abschlielend wurde
eine klinische in vivo Grundlagenstudie mit 16 gesunden Probanden geplant und
durchgefuhrt. Hierfir wurde eine Placeboldsung einer bestimmten Viskositat steril hergestellt
und in unterschiedlichen Injektionsgeschwindigkeiten an zwei Injektionsorten (Bauch und
Oberschenkel) injiziert. Die meisten vermarkteten Autoinjektoren sind nur flir den
Einmalgebrauch geeignet. Fur unsere Studie war ein Gerat zur Mehrfachapplikation nétig,
welches verschiedene Injektionsgeschwindigkeiten, VVolumina und Viskositaten applizieren
kann. Deshalb wurde eigens fir die Studie ein eigener Autoinjektor entwickelt und gebaut.
Dessen einwandfreie Funktionalitdt wurde vorab geprift um anschlielend in der in vivo

Studie verwendet werden zu kdnnen.

4.1 Hautmodell Gelatine

Gelatine ist ein gereinigtes Polypeptid, das aus der Hydrolyse von Kollagen (aus Knochen
oder Hauten von Schweinen, Rindern, oder Fischen) entsteht (10). Sie besitzt eine einzigartige
Zusammensetzung und besteht zu etwa einem Drittel aus Glycin, sowie aus einem Anteil an
Prolin und Hydroxyprolin. Die Peptidketten bilden eine helikale Struktur. Im Kollagen sind
drei dieser Helices miteinander verdrillt und kovalent quervernetzt (10). Die Herstellung kann
sowohl Uber Hydrolyse mit Sauren (Typ A, isoelektrischer Punkt bei pH-Wert 7 - 9) als auch
durch die Hydrolyse mit Basen (Typ B, isoelektrischer Punkt bei pH-Wert 4,7 - 5) entstehen
(10). Dabei werden Quervernetzungen ganz oder teilweise aufgebrochen. In kaltem Wasser
quillt Gelatine, in warmem Wasser |0st sie sich wieder. Dabei spricht man von einem
reversiblen Gel-Sol-Gel Ubergang (10). In Abbildung 12 befindet sich das Gel in einem
Uberganszustand. Es sind sowohl Anteile der Gelatine im Gel- als auch im Sol-Zustand zu

erkennen.
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Abbildung 12: Thermoreversibles Gelatinegel.

4.1.1 Herstellung von Gelatinebldcken und Visualisierung eines Injektionsprozesses
Fur die Visualisierung des Injektionsprozesses wurden verschieden konzentrierte Gelatinegele
(10 und 20 %) hergestellt und in Plastikwirfel der MaRe 4,7 cm x 4,2 cm X 4,2 cm gegossen.
Dieser begrenzt den Gelatineblock zu finf Seiten und gibt ihm Halt (siehe Abbildung 13). Zur
Herstellung wurde neben handelsiblicher Gelatine (Sofort- oder Blattgelatine) ballistische
Gelatine verwendet, die eine hohere Gelfestigkeit besitzt. Ballistische Gelatine wird als
Testgewebe in der Forensik verwendet um den Weg eines Projektils und die Wechselwirkung
zwischen Projektil und Gewebe nachvollziehen zu kdénnen (58). Bei ballistischer Gelatine
handelt es sich um Mischungen von ausgesuchten Qualitditen aus besonderen
Herstellungsprozessen mit denen hohe Transmissionen und hohe Gelstarken erzielt werden
kénnen. Dadurch werden die engen und besonderen Spezifikationen dieser Produkte
eingehalten. Da sie fur Beschusstests verwendet werden, missen die Gelatinegele dichter,
reif3fester und stabiler sein um dem Druck, der auf sie ausgetbt wird, standhalten zu kénnen.
Da die Gelfestigkeit von Blattgelatine bzw. Sofortgelatine zu gering war, d.h. die Gele zu
weich waren und bereits durch das Aufsetzen bzw. spatestens beim Injektionsprozess zerstort
wurden, musste ein Gel hoherer Gelstarke gefunden werden. Die Prifvorschriften und
Gelatinekonzentrationen wurden von der NATO oder dem FBI festgelegt (59).
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Abbildung 13: Beispiel eines Gelatinewrfels (ballistische Gelatine, Typ 2, 10 %).

Bei der Herstellung wird zunachst Wasser (Aqua demineralisata) vorgelegt. Die benétigte
Gelatine eingewogen und unter starkem Rulhren (Ruhrplatte, Magnetrihrer) hinzugefugt.
Somit wird jedes Gelatinekorn benetzt und es kommt nicht so schnell zum Agglomerieren der
Gelatine. Das Gelatinegel wird zundchst in einem Becherglas hergestellt und anschlieend in
sein seinem Sol-Zustand die Wurfel gegossen. Es sollte nicht zu sehr geruihrt werden, da dabei
Blasen und Schaum entstehen konnten, die am Ende des Herstellvorganges abgeschopft
werden mussen. Sobald kein freies Wasser mehr zur Verfligung steht, sollte der Riihrvorgang
beendet werden. Die Gelatine sollte nun abgedeckt 1-2 Stunden quellen, bis alle
Gelatinekorner durchgequollen sind. Nach dem Quellen wird die Mischung im Wasserbad bei
50 - 60 °C erhitzt. Auch hierbei sollte nur gelegentlich umgeruhrt werden, da das Einbringen
von Luftblasen vermieden werden muss. Empfehlenswert ist es, die Mischung mit der Hand
im Kreis zu schwenken um noch feste Teile mit flissigen Teilen zu vermischen. Sollte durch
das Schwenken oder das Rihren am Anfang der Herstellung zu viel Luft eingearbeitet worden
sein, muss im Anschluss der entstandene Schaum mit einem Loffel abgeschopft werden. Die
Gelatine muss eine homogene Mischung aufweisen, es durfen keine Schlieren mehr zu sehen
sein. Die Losung ist warm in die bendtigten Formen zu gielRen. Die Gelatinebldcke l&sst man
Uber Nacht bei Raumtemperatur erstarren. Eine Erstarrung im Kihlschrank ist ebenfalls
maoglich. Wichtig ist, dass die Konditionierung der Bldcke immer gleich verlauft, um
reproduzierbare Gelatineblocke herzustellen. Die Festigkeit der Blocke wird von der
Temperatur und Lagerzeit beeinflusst und kann durch den Bloom-Wert charakterisiert werden
(siehe Abschnitt 4.1.2). Die Gelatineblocke wurden ber Nacht an Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlieend nochmal 17 - 24 Stunden in den Kuhlschrank gestellt (bei 8 -
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10 °C), bevor sie verwendet wurden. Die Erstarrungszeit richtet sich hier auch nach der
GroRe der Gelatineblocke. Da es sich als schwierig herausstellte die Gelatinewdrfel aus dem
Plastikgehéuse intakt herauszuldsen, wurde die Gelatine fir die Injektionsversuche in den
Plastikbeh&ltern gelagert und durch das transparente Plastik gefilmt. Ohne
Konservierungsmittel waren die Gelatinewirfel ca. 1-2 Wochen abgedeckt mit
Frischhaltefolie im Kihlschrank stabil. Nach langerer Zeit kommt es jedoch zum Austrocknen
der Gele und zum Schrumpfen der Blocke. Die Injektionsflissigkeit, die verwendet wurde,
war ein Methanol (500 ml) -Wasser (500 ml) -Gemisch des Farbstoffes Methylenblau

(1010 #) mit einem Newton‘schen FlieBverhalten und einer Viskositat von 2,8 mPa-s, die

gangigen Proteinformulierungen (Etanercept in Enbrel® 3,3 mPa-s) entspricht. Es wurden
Volumina von 1 und 2 ml mit einem handelsiiblichen Autoinjektor (BD Physioject™) und mit
einem eigens fur die Studie konzipierten Autoinjektor in die Gele injiziert und der
Injektionsprozess mit einer Hochgeschwindigkeitskamera (pco.dimax) gefilmt. Der
handelstibliche Autoinjektor (BD Physioject™) wurde so umgebaut, dass er fiir die
Mehrfachverwendung geeignet ist. Die Hochgeschwindigkeitskamera ermdglicht es, mehrere
Tausend Bilder (z.B. 4467 fps) pro Sekunde aufzunehmen, sodass jede Einzelheit des
Injektionsvorgangs aufgeldst und festgehalten werden kann. Die Videos wurden meist mit
2000 Bildern pro Sekunde aufgenommen. Die Belichtungszeit lag hier bei 410,500 ns. Der
Abstand zwischen Kamera und Objekt konnte reguliert werden, sowie die Scharfe und der
Lichteinfall eingestellt werden. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 14 dargestellt. Die
Kamera besitzt eine Auflésung von 2016 x 2016 Pixel, die zugunsten hoéherer Bildraten
verringert werden kann, z.B. auf 1008 x 1008 Pixel. Durch die Software Camware kdnnen die

Videos aufgenommen und bearbeitet werden.
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Injektor-Halterung Objektiv

Lampe

Objekt-
Plattform

Hochgeschwindigkeits-
kamera

Abbildung 14: Versuchsaufbau fir Hochgeschwindigkeitsaufnahmen.

4.1.2 Bloom-Test: Charakterisierung der Festigkeit von Gelatinegelen

Ab einer Konzentration von 1,5 % bildet Gelatine transparente, elastische Gele aus (10).
Gelatinegele lassen sich bspw. durch die Korngrofe, Viskositdt und den pH-Wert
charakterisieren. Eine weitere Eigenschaft, durch die Gelatinegele charakterisiert werden
konnen, ist die Gelfestigkeit, oder Gelierstarke (9, 10). Der sogenannte Bloom-Wert definiert
die Festigkeit eines 6,67%igen Gels nach 17 Stunden Lagerung bei 10 °C (9). Der Bloom-
Test ist eine nach Europdischem Arzneibuch definierte Methode um das
Gelbildungsvermdgen von Gelatine zu messen (Ph. Eur.9.3/0330) (9). Das Gel wird in einem

speziellen Bloom-Testglas mit einem Volumen von 155 ml hergestellt (siehe Abbildung 15).

1
1
| |
| :
min 1.8 [ | | 9
| #59¢1
|
.k“ : - J;
flat bottarn .
(does nat rock on a flat surface) min 1.5

Abbildung 15: MaRe eines DURAN®Bloom-Testglases (60).
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Mit einem Gelometer bzw. Texture Analyzer wird diejenige Masse in Gramm bestimmt,
deren Gewichtskraft einen Stempel von 12,7 mm Durchmesser 4mm tief in ein Uber

17 Stunden bei 10 °C gelagertes 6,67%iges Gelatinegel druckt. Der Stempel wird mit einer

Geschwindigkeit von 0,5 ms—m abgesenkt, bis er exakt 4 mm in die Gelatine eintaucht. Er wurde

eigens in der Werkstatt von Boehringer Ingelheim angefertigt und besitzt eine glatte
Oberflache und scharfe Kanten (siehe Abbildung 16). Handelstibliche Gelatinequalitaten
haben Gelierstérken von 60 - 300 Bloom-Gramm (61). Das Européische Arzneibuch fordert
Gelatinetypen mit Gelfestigkeiten von 150 - 250 Bloom-Gramm flr die pharmazeutische
Herstellung (10). Da eine Universalprifmaschine nicht immer zur Verfligung stand, wurde
das vorhandene Rheometer (Malvern Kinexus Lab+) so programmiert, dass es einen
definierten Stempel mit oben genannter Geschwindigkeit und Tiefe in die Gelatine eintauchen
kann und dabei die Gewichtskraft misst (siehe Abbildung 16 - Abbildung 18). Zunéchst
musste ein eigenes Programm fur die Bloom-Wert Messungen im Rheometer erstellt werden.
Nach Einsatz des Stempels féahrt dieser mit einer gewissen Geschwindigkeit in Richtung
Gelatineoberflache und stoppt, wenn er diese erkennt (Gewichtskraft 0,04 N). AnschlieRend
fahrt der Stempel wieder ein kleines Stlick hoch bis er die Oberflache der Gelatine nicht mehr
bertihrt. Anschlielend dringt der Stempel 4 mm in die Gelatine ein. Die dabei entstandene
Gewichtskraft wird notiert. Am Schluss fahrt der Stempel wieder um 20 mm hoch.

Abbildung 16: Ausgangsposition des Abbildung 17: Stempel Abbildung 18: Stempel taucht 4 mm in die
Stempels. berihrt die Oberflache. Gelatine ein.

Wahrend der Messung zeichnet das Programm die Normalkraft in Newton (rot dargestellt)
und die Spalthéhe in Millimeter (blau dargestellt) in Abh&ngigkeit von der Zeit in Sekunden
auf und notiert den Wert der Gewichtskraft [N] im Gleichgewicht nach 4 mm Strecke (siehe
Abbildung 19).
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Bloom-Gramm Test

g (mm)
(N) 4

texp (s)

| Action Name Normal force(N) |
|.¢‘-us‘v.'ertung Normalkraft nach 4mm Eindringtiefe | 0,1861

Abbildung 19: Spalthéhe und Gewichtskraft in Abhéangigkeit von der Zeit.

Die Herstellung der Gelatine fir den Bloom-Test erfolgte nach einer GME-Monographie
,»Standardised Methods For The Testing Of Edible Gelatine®(60). Fur die Tests wurde
ballistische Gelatine Typ 1, 2 und 3 der Marke Fluka®Analytical verwendet. Diese Gelatine
wurde aus Rinder- oder Schweineknochen bzw. Schweinehaut gewonnen. 7,50 g (£ 0,01 g)
wurden auf einer Waage mit einer Genauigkeit von 0,01 g (Mettler Toledo PG6002-S Delta
Range®) abgewogen, der Wert notiert und 105ml (+ 0,2ml) entionisiertes Wasser
hinzugefiigt. Flr eine Gelatineart wurden zwei Bloom-Testglaser vorbereitet. Die Glaser
wurden abgedeckt und langsam mit der Hand geschwenkt um alle Gelatinekdrner mit Wasser
zu benetzen. AnschlieBend wurden die Gléser fur 1-4 Stunden zum Quellen bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden sie 20 Minuten (£ 5 Minuten) in ein auf
65 °C(x 2 °C) aufgeheiztes Wasserbad gestellt und zwischenzeitlich leicht mit der Hand
geschwenkt, damit sich die ganze Gelatine 16sen konnte. AnschlieBend lieR man die Gelatine
bei Raumtemperatur 15 min erkalten. Die Gelatine wurde dann zum Abkiihlen und Erlangen
ihrer spezifischen Festigkeit fur 17 Stunden (£ 1 Stunde) in ein auf 10 °C (x 0,1 °C) gekuhltes
Wasserbad gestellt. Dieses Wasserbad wurde mit Hilfe eines Klimaschrankes (Klimaschrank
Firma Binder: Modell KBF 240) auf 10 °C temperiert (relative Luftfeuchtigkeit 40 %). Nach
den 17 Stunden (£ 1 Stunde) werden die Gléaser aus dem Wasserbad genommen und nach den

oben genannten Bestimmungen vermessen.
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Abbildung 20: Einwaage verschiedener Gelatinetypen.

Abbildung 22: Gelbste Gelatine nach dem Wasserbad (65 °C).

Die Spezifikationen verschiedener Gelatine-Arten sind in Tabelle 2 dargestellt.
Handelstbliche Gelatine kann einen geringeren Bloom-Wert besitzen als ballistische
Gelatine. Diese weist hohere Bloom-Werte auf als Gelatine, die in der pharmazeutischen

Herstellung verwendet wird.
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Tabelle 2: Bloom-Werte unterschiedlicher Gelatine-Arten (9, 61, 62).

Gelatine-Arten

Bloom-Werte [g]

Handelstibliche Gelatine (Blattgelatine,

Sofortgelatine) 60 - 300
EuAB Gelatine 150 - 250
Ballistische Gelatine Typ 1 250 - 290
Ballistische Gelatine Typ 2 270 - 310
Ballistische Gelatine Typ 3 255 - 265

Es gibt verschiedene Typen an ballistischer Gelatine (Typ 1-3). Tabelle 3 zeigt die

Unterschiede. Wahrend Typ 2 und Typ 3 durch saure Hydrolyse aus Schweinehaut gewonnen

werden, erhdlt man Typ 1 durch alkalische Hydrolyse von Rinder- und Schweineknochen.

Typ 3 ballistische Gelatine besitzt die kleinste Korngréfie mit maximal 0,8 mm und die

geringste Viskositat (4,03 mPa-s). Die pH-Werte aller drei Typen sind dhnlich.

Tabelle 3: Eigenschaften unterschiedlicher ballistischer Gelatinetypen (62).

Parameter Methode | Einheit | Typ 1 Typ 2 Typ 3

. ) Typ B Typ A Typ A
Gelatine Typ Rinder- und Schweineknochen | Schweinehaut Schweinehaut
Korngrofie mm <3 <3 0,1-0,8
Gelstéarke Bloom g 250 - 290 270 - 310 255 - 265
Viskositat 6,67%,
(Auslaufpipette) | 60°C mPa-s 5,00 - 6,00 4,80 -5,80 3,40 — 4,60

0

oH gbﬁg" : 5,35 - 5,95 510-570 | 470-570

Durch Veranderung der Konzentration solcher Gele kdnnen Gele unterschiedlicher Festigkeit

hergestellt werden, wobei durch erneutes Einschmelzen eine Mehrfachverwendung moglich

ist. FUr die medizinische Simulation ist der Typ 3 der ballistischen Gelatine am besten

geeignet. Aufgrund der engeren Spezifikation der Gelstarke (255 - 265 Bloom-Gramm) ist die

Herstellung am besten reproduzierbar (siehe Tabelle 3). Typ 3 besitzt auch die kleinste

Kornung und somit eine grofRe Oberflache Dies fuhrt zu einer schnellen Benetzung der

Gelatine und somit zu einem schnellen Quellvorgang.
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4.2 Hautmodell Schweinehaut

Fur die Verwendung von tierischen Modellen zur subkutanen Applikation gibt es keine
Richtlinien (17). Dennoch gibt es eine Richtlinie der FDA fir die Verwendung von
Injektionsgerdten zum Zweck der Applikation von Biologika, in der ebenfalls eine Nutzung
von tierischen Hautmodellen empfohlen wird (27). Das Minischwein wird als tierisches
Modell zur Untersuchung der Pharmakokinetik von Biotherapeutika (bspw. monoklonale

Antikdrper) nach subkutaner Injektion verwendet (10).

Von allen tierischen Modellen entspricht die Haut von Schweinen am ehesten der
menschlichen Haut (2). Vor allem die Hypodermis gilt der menschlichen subkutanen Schicht
als sehr ahnlich (ahnlicher als Affe oder Nagetiere). Vergleichende Studien haben festgestellt,
dass sich Epidermis und Dermis von Schweinen und Menschen in ihrer Morphologie und
Physiologie &hneln (2). Schweinehaut ist deshalb das bevorzugte tierische Hautmodell in
praklinischen Tests (17). Die Haut von Schweinen ist wie beim Menschen mit den tiefen
Faszien Uber ein fibroses Netzwerk verbunden, dass die Verteilungseigenschaften der
Injektionsflissigkeiten beeinflusst. Nager, Affen und Schweine besitzen jedoch den so
genannten Panniculus Carnosus Muskel, eine Schicht quer gestreifter Muskulatur nahe den
Adipozyten, die bei Menschen nicht mehr vorkommt. Bei Schweinen fehlt diese Schicht an
bestimmten Stellen, was die Ahnlichkeit zur menschlichen Haut bestitigt. Fir unsere
Versuche wurde Schweinehaut (inklusive Schwarte und Muskel) vom lokalen Metzger
(Landmetzgerei Dobroschke, Bingen-Dromersheim) besorgt (siehe Abbildung 23). Die vom
Metzger erhaltenen Stlicke kamen von der Hinterkeule bzw. dem Hinterschinken des
Schweines. Abgeholt wurde das Fleisch an normalen Schlachttagen, sodass keine spezielle
Schlachtung fur die Studie erfolgen musste. Die Schweinehaut wurde am gleichen Tag der
Schlachtung im Labor verwendet, da darauf geachtet werden musste, dass das Fleisch so
frisch wie mdglich verwendet wird. Bei der Auswahl der Schweinehautstiicke musste darauf
geachtet werden, dass die subkutane Schicht dick genug ist, damit nicht intramuskular
appliziert wird. Bei der Applikation wurde versucht eine Falte zu bilden, damit gesichert ist,
dass nur subkutan appliziert wird. Dies war jedoch je nach Beschaffenheit des Stiickes nicht

immer maoglich.
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Einstichpunkt

Schwarte ca. 0,1
cm

Fettgewebe
(ca. 1-3cm)

Muskel

Abbildung 23: Schweinehautstiick des Hinterschinkens bzw. der Hinterkeule des Schweins.

Die Schweinehaut wurde hauptséchlich als Referenz fir die zu erzielenden Zeiten in der
klinischen Studie verwendet. Das heif3t, es wurde mit dem eigens fir die Studie entwickelten
Autoinjektor in die subkutane Schicht gespritzt und tber den entstehenden Luftstrom die Zeit
ermittelt, die zur Injektion von 2 ml Placebolésung nétig waren. Dies wurde mit
Autoinjektoren verschiedener Federstarken an verschiedenen Stellen des Schweins

durchgefiihrt. Abbildung 24 zeigt den Versuchsaufbau.

Schlauch zur Luftflussmessung

Aktivatoreinheit mit Feder

Ausldseknopf

Injektor-Halterung

Einstichstelle

Schweinehaut

Abbildung 24: Aufbau der Apparatur zur Zeitmessung in Schweinehaut.

48



4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

Viele Pharmafirmen suchen sich fir ihre neuen Entwicklungsprojekte ein Plattform Device.
Da die Device-Entwicklung kostspielig und zeitaufwendig ist, werden Devices oft von
externen Firmen eingekauft. Dann besteht ein geringeres technisches Risiko, da das Device
bereits entwickelt und die Funktionalitit getestet wurde. Autoinjektoren, die bereits auf dem
Markt zu finden sind, haben ein Konformitéatsbewertungsverfahren durchlaufen und besitzen
oft bereits ein CE-Kennzeichen. Sie sind meist fir den Einmalgebrauch entwickelt, d.h. nach
dem Gebrauch des Autoinjektors durch den Patienten wird dieser im Ganzen verworfen.
Dementsprechend ist der Autoinjektor auch aufgebaut. Ein Offnen des Gerates, um
beispielsweise andere Federn oder Spritzen einzubauen, ware nicht méglich gewesen und
ginge mit einem Funktionsverlust des Devices einher. Die meisten Autoinjektoren auf dem
Markt sind nur flr die Applikation von 1 ml einer Arzneistofflosung geeignet. Einige wenige
bieten jedoch auch schon die Verabreichung grofRerer Volumina wie z.B. 2 ml an. Fir die
Grundlagenstudie wird ein Autoinjektor benétigt, den man 6ffnen und schnell umbauen kann

und der fur den Mehrfachgebrauch geeignet ist.

Alle Bauteile des Autoinjektors wurden mit Hilfe des CAD-Zeichenprogramms SolidWorks®
(Dassault Systemes SolidWorks Corp., Waltham, Massachusetts USA) erstellt. Es wurden
malstabsgerechte Zeichnungen erzeugt, die dann zur Anfertigung des Autoinjektors an die
Werkstatt der Firma Boehringer Ingelheim GmbH & Co. KG weitergeleitet wurden. Teile des
Autoinjektors wurden vor Ort, andere Teile bei externen Firmen gefertigt. Der Prototyp wurde
mit Hilfe eines 3D-Druckers aus Kunststoff produziert. Da dieser zu instabil war und der
Kraft starker Federn nicht standhielt, wurden die meisten Teile aus eloxidiertem Aluminium
hergestellt, um die Robustheit zu sichern und auch die Mdglichkeit der Desinfektion wéhrend
der Studie zu gewéhrleisten. Nur einige wenige Teile im Inneren des Autoinjektors (bspw.
Lager und Steuerhllse) bestehen noch aus Kunststoff. Aus rechtlichen und
zulassungstechnischen Griinden wurde als Gerétehersteller die Firma CE Medizinprodukte
GmbH ausgewahlt. Der Autoinjektor besitzt eine Gesamtldnger von 22,8 cm inklusive
Anschlussnippel und Verschluss. Er besteht aus drei Baugruppen, dem Federtopf, dem
Injektorgeh&duse-Unterteil und der Ausloseeinheit (siehe Abbildung 26). Der Autoinjektor
wird am Griffbereich gehalten. Die hautbertihrende Stelle ist der Nadelschutz, der die Nadel

verdeckt.
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Ausldseknopf Griffbereich

Nadel

AN

Federtopf

N\ N N

Nadelschutz Injektorgehause- Ausloseeinheit
(Needle Shield) Unterteil

Abbildung 25: Bauteile des Autoinjektors, Gesamtansicht.

Fir den Einbau verschiedener Federn und Spritzen musste eine gewisse GrdfRe vorhanden
sein, um Platz fir den Umbau zu schaffen. Durch Abdrehen des Federtopfes konnen andere
Federn mit unterschiedlichen Federstarken eingesetzt werden. Die Federn stammen teilweise
aus der Respimat®-Entwicklung. Sie mussen lang genug sein, um die Kolbenstange bei
Entspannung der Feder bis zum Ende der Spritze durchdriicken zu kdnnen. Zudem mdssen sie
stark genug sein, um die kompletten 2 ml auszustof3en und die Reibung des Federkolbens im

Inneren des Autoinjektors bzw. des Gummistopfens an Silikon und Glas zu Gberwinden.

Abbildung 26: Antriebseinheit mit Federtopf und Ausldseeinheit, Schubstange und Sicherung.
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Auch ein Abdrehen des Injektorgehduse-Unterteils ist mdglich, um Spritzen verschiedener

Volumina einzusetzen. Der Autoinjektor wurde sowohl mit einer Spritzenhalterung fir 1 ml

Spritzen, als auch fiir den Einsatz von 2 ml Spritzen angefertigt. In der Studie wurden jedoch

nur die 2 ml Spritzen verwendet.

Abbildung 27: Injektorgehause-Unterteil mit VVerschluss.

Abbildung 28 zeigt einen Querschnitt des Injektors. Zu sehen sind hierbei die Antriebsfeder

und der Federkolben mit Doppeldichtungsplatte, der die Kolbenstange in der Spritze nach

vorne schiebt. Zusatzlich sind der Gummistopfen, sowie die Spritze in gefllltem Zustand zu

sehen. Die Nadel ist durch die Nadelschutzkappe und den Verschluss geschiitzt. Der

Verschluss rastet in die Nadelschutzkappe ein und zieht diese beim Abziehen mit ab.

Antriebsfeder Ausloseknopf  Gummi- Verschluss
stopfen

TR -/
,:irrl)spcg:luss- it : — Nadel-
AL e schutz-

Schubstange

Federtopf

Federkolben mit Ausloseeinheit  Glasspritze
Doppeldichtungsplatte

Abbildung 28: Aufbau des Autoinjektors, Schnittbild.
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Die Dichtungsplatte kann unterschiedlich gestaltet sein. Fir das Erreichen der benétigten
Injektionszeiten von 10, 15 und 20 Sekunden wurden verschiedene Antriebseinheiten erstellt.
Zunéchst wurde ein Gummidichtungsring eingebaut und anschlieend ein Teflonring um die

gewunschte Reibung zu erzielen.

Abbildung 29: Antriebseinheit mit Gummidichtung. Abbildung 30: Antriebseinheit mit Teflonring.

Um relativ langsame Injektionsgeschwindigkeiten zu erreichen, wurden doppelte und
dreifache Gummidichtungen angebracht und diese stark mit Lebensmittelfett gefettet, um die

Reibung zu erhéhen. Diese beiden Varianten wurden in der Klinik verwendet.

Abbildung 31: Federkolben mit Doppeldichtungsplatte (oben), Dreifachdichtung (unten).

Die verwendeten Glasfertigspritzen und Gummistopfen wurden (ber die Apotheke der
Universitatsmedizin Mainz im Rahmen des BD ACCELERATE Programms vom Hersteller
Becton Dickinson selbst bezogen. Da die Spritzen fiir den Gebrauch am Menschen verwendet
werden, war eine liickenlose Dokumentation nétig, um die Qualitat und Sterilitat der Spritzen
zu bestétigen. Die Spritzen und Stopfen wurden vom Hersteller steril an die Topmedicare
GmbH geliefert (siehe Tabelle 4).

Bei den Spritzen handelt es sich um so genannte Prefilled Syringes (PFS) aus Glas mit
eingeklebter Nadel. Die genaue Bezeichnung der Spritzen lautet: BD Neopak™ 2,25 ml RFS
27 G % 5B STW. Es handelt sich um Spritzen mit einem Fullvolumen von 2,25 ml und einer
¥ langen Nadel aus rostfreiem Stahl mit 27 G Aufendurchmesser (0,40 mm) und 5-fach
Schliff. Die Nadel ist durch ein Rigid Needle Shield (RNS) geschiitzt. Der Flange ist rund,
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sodass die Spritze leicht in den Autoinjektor eingefuhrt werden kann. Die MaRe der Spritze
folgen der Norm ISO 11040-04 (23). Die Tabelle ist im Anhang (siehe Abbildung 121)
dargestellt. Der Innendurchmesser der Spritzen betrdgt 8,65 mm, der AufRendurchmesser
betragt 10,85 mm, die Lange 54,4 mm. Der Gummistopfen BD Hypak BSCF 1-3 ml 4023/50
grey SI 1000EV 12-25 besteht aus einem Bromo-Butyl-Gummi (Formulierung 4023/50). Die
mit dem Produkt in Beriihrung kommende Seite ist mit einem Fluorpolymer (Fluorotec®)

beschichtet.

Tabelle 4: Verwendete Glasfertigspritzen und Gummistopfen.

BD Artikelnummer | BD Produktbezeichnung

Glasfertigspritzen:

47510710 BD Neopak™ 2,25 ml RFS 27 G %2 5B STW

RNS BD 260 HS

Gummistopfen:

BD Hypak™ BSCF 1-3 ml 4023/50 grey SI1 1000 EV 12 — 25

Die BD Neopak™ wurde fur biopharmazeutische Zwecke entwickelt und bietet eine gute

47270610

Kompatibilitat mit empfindlichen Biopharmazeutika aufgrund geringer Wechselwirkungen
mit den Bestandteilen der Spritze (silikonisierter Glaskorper, Wolfram und Kleber) und des
Gummistopfens (63). Theoretisch kodnnen Bestandteile des Primadrpackmittels in die
Formulierung wandern. Dabei kann es zu potentiellen Qualitatsveranderungen des Fullgutes
kommen und moéglicherweise zu Nebenwirkungen beim Patienten (64). Dabei unterscheidet
man zwischen Extractables und Leachables. Extractables werden unter aggressiveren
Konditionen ermittelt, beispielsweise erhdhte Temperaturen, verldngerte Kontaktzeiten der
beiden Materialien, oder aggressive Extraktionsmittel. Bei Leachables-Studien hingegen wird
ermittelt, welche Stoffe definitiv unter normalen Bedingungen wahrend der Lebensdauer des
Materials aus dem Material migrieren. Nach einer Guideline der FDA mit dem Titel:
,Guidance for Industry: Container closure systems for packaging human drugs and biologics*
(65) konnen verschiedene kontrollierte Extraktionsstudien durchgefiihrt werden, um zu
uberprufen welche Stoffe unter welchen Bedingungen aus dem Gummi und der Spritze
herausgelost werden und in welchen Mengen um potentielle Sicherheits- und
Kompatibilitatsrisiken offen zu legen. Anschlieend muss eine toxikologische Bewertung der

gefundenen Substanzen erfolgen (64).

4.3.1 Technische Dokumentation

Der Autoinjektor wurde exklusiv fur diese Studie entwickelt. Er wurde lediglich fir die
Applikation  der  Placebolésung  verwendet. Die  Studie diente nicht der
Leistungsbewertungsprifung des Autoinjektors, dieser sollte auch nicht zugelassen oder

vermarktet werden. Der Autoinjektor wurde zur voriibergehenden Aufnahme einer Spritze
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und zur automatisierten subkutanen Injektion des Inhaltes der Spritze durch eine zuvor

gespannte Feder verwendet.

Bei dem Autoinjektor handelt es sich um ein Medizinprodukt nach Artikel 1 der
Richtlinie 93/42/EWG. Laut Anhang IX der Richtlinie 93/42/EWG handelt es sich nicht um
ein aktives Medizinprodukt, da die Energie (Spannen der Feder) direkt durch den
menschlichen Korper erzeugt wird (66). Der Autoinjektor wird als nicht-invasives Produkt
der Klasse | klassifiziert. Das Konformitatsbewertungsverfahren kann somit vom Hersteller
selbst durchgefiihrt werden. Fur das Konformitatsbewertungsverfahren hat die CE
Medizinprodukte GmbH eine komplette Technische Dokumentation mit Hilfe des
Studienteams durchgefuhrt. Darunter fiel auch unter anderem die Klassifizierung und
Konformitatserklarung (siehe Anhang Abbildung 122). Es wurde eine Produktbeschreibung
inklusive Zweckbestimmung, Indikationen und Kontraindikationen aufgestellt. Durch
Literaturrecherche wurde eine Ubersicht an Mitbewerbern erstellt, die dhnliche Injektoren im
Angebot haben. Teil der technischen Dokumentation war ebenfalls die Erstellung einer
Gebrauchsanweisung, sowie eines Kennzeichnungsetiketts, das alle nétigen Informationen
enthélt.

Autnlmektn
[&m&g.mmmt - [Lot-/Serennummer]

“ CEMgg@mgm&GmbH EE' ‘T‘

59075 Hamrn (Germany c €
JJJJ- MM

Abbildung 32: Etikett.

Eine Fotodokumentation Uber alle Bestandteile und deren Verwendung wurde erstellt, sowie
alle Fertigungs- und Konstruktionszeichnungen zusammengetragen. Ein Auszug der
Fertigungszeichnungen ist im Anhang (Abbildung 123 - Abbildung 132) zu finden. Eine
Stlckliste weist alle Bestandteile des Autoinjektors, dessen Materialien und Hersteller der
Bestandteile auf (siehe Anhang Tabelle 49) Nach manueller Fertigung und Reinigung wird
das Produkt einer Freigabeprifung unterzogen, um die Funktionsfahigkeit und

Vollstandigkeit sicherzustellen.

Das Produkt wird in einer Standardverpackung (Umkarton) mit Gebrauchsanweisung
verpackt. Auf eine umfassende Verpackungsvalidierung wird aufgrund geringer Risiken beim
Transport verzichtet. Das Produkt selbst wurde einer Freifall-Prifung gemélR DIN EN ISO
11608-1 unterzogen. Hier blieb die Spritze innerhalb des Autoinjektors unbeschadigt.
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4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

Generell wurden keine Schaden dokumentiert, welche die Funktionsfahigkeit des
Autoinjektors beeintrachtigen konnten. Daher wird auch die Schutzfunktion der
Umverpackung gemél DIN EN 22248 und dem Standard ISTA 2A als erfillt betrachtet und
keiner gesonderten Validierung unterzogen. Das Produkt kommt unsteril zum Einsatz, daher
ist eine Sterilitatsvalidierung ebenfalls nicht erforderlich. Der Autoinjektor wurde ebenfalls
der Prifung auf Dosiergenauigkeit (DIN EN ISO 11608-1) unterzogen. Auch diese Priifung
entspricht den Spezifikationen.

Eine klinische Bewertung sowie eine Biokompatibilitatsprifung wurden auf Grundlage einer
Literaturrecherche durchgefiihrt. Eine Toxizitatsprifung wurde in einem externen Labor in
Auftrag gegeben. Bezlglich der Risikomanagementakte, der klinischen Bewertung und der
vorhandenen Datensétze aller Werkstoffe des Produkts ist nicht von einer Gefahrdung

hinsichtlich der Biokompatibilitat fir Patienten auszugehen.

Fur das Produkt wurde eine komplette Risikobewertung fir die Verwendung durchgefihrt.
Das Restrisiko gilt als akzeptabel. Der Nutzen (iberwiegt das Risiko des Autoinjektors. Es
konnten keine Gefahrdungen festgestellt werden, die gegenliber dem Nutzen des Produkts als
zu hoch eingeschatzt werden missen. Auch die in der klinischen Bewertung beschriebene
Recherche beim Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM), sowie die
Beschreibung &quivalenter Produkte geben keinen Hinweis auf eine Gefdhrdung. Der
Autoinjektor wurde dem Deutschen Institut fir Medizinische Dokumentation und
Dokumentation (DIMDI) angezeigt (siehe Abbildung 133 - Abbildung 138 im Anhang).

4.3.2 Gebrauchsanleitung des Autoinjektors
Der Autoinjektor dient der vorubergehenden Aufnahme von Glasfertigspritzen und zur
automatisierten subkutanen Injektion durch eine zuvor gespannte Feder, wobei kein direkter

Kontakt mit dem Inhalt der Spritze oder der Injektionsstelle besteht.

Aktivatoreinheit

Ausloseeinheit

Sicherung

Injektorgeh&use-
Unterteil

Verschluss

Abbildung 33: Bestandteile des Autoinjektors.
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Zur Vorbereitung des Autoinjektors muss zunéchst sowohl die richtige Feder als auch die

richtige Spritze in den Autoinjektor eingebaut werden.

Abbildung 34: Lésen der Untereinheit von der Aktivatoreinheit.

Um eine Feder einzusetzen muss die Ausldseeinheit von der Aktivatoreinheit abgedreht

werden.

Abbildung 35: Ablésen der Aktivatoreinheit von der Ausléseeinheit.

Verschiedene Federn kdnnen jetzt eingesetzt werden.

Abbildung 36: Einsetzen der Feder.
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4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

AnschlieRend wird die Ausloseeinheit wieder auf den Federtopf gedreht. Durch Driicken des

Schubstange auf eine ebene Unterlage (bspw. Tisch) wird die Feder gespannt.

Abbildung 37: Spannen der Feder.

Der Autoinjektor wird mit einer Sicherung am Ausldseknopf gesperrt, sodass er durch
Erschitterung nicht ausldsen kann. Diese muss vor der Injektion zunéchst entfernt werden.

Die Spritze wird in das Injektorgeh&use-Unterteil eingesetzt.

Abbildung 38: Spritze wird eingesetzt.

Durch den Einbau verschiedener Spritzenhalterungen kann sowohl eine 1 ml als auch eine
2ml Spritze eingebaut werden. Diese unterscheiden sich hauptsachlich durch ihren
Aullendurchmesser.
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Abbildung 39: Spritzenhalterung links 1 ml und rechts 2 ml.

Es ist wichtig, den Dichtungsring vor der Injektion in das Injektorgehduse-Unterteil
einzusetzen. Dieser fangt die auf die Spritze einwirkende Kraft ab und verhindert eine

Zerstorung der Spritze.

Dichtungsring

Abbildung 40: Dichtungsring in Injektorgehause-Unterteil einsetzen.

AnschlieRend wird der Verschluss aufgesetzt und die Ausldseeinheit mit der Aktivatoreinheit
fest verschraubt. Der Schlauch zur Luftflussmessung wird auf den Anschlussnippel des
Autoinjektors aufgeschoben. Dieser ist wichtig um die Injektionszeit messen zu kénnen.
Anschlielend wird die Sicherung des Autoinjektors abgenommen. Der Autoinjektor wird fest
in einer Hand gehalten. Mit der anderen Hand wird der Verschluss des Autoinjektors
abgezogen. Da dieser beim Aufstecken in die Nadelschutzkappe einhakt, wird die

Nadelschutzkappe beim Abziehen des Verschlusses mitentfernt.

Sollte die Spritze tberfillt sein und unter Druck stehen, kann es sein, dass mit dem Abziehen
des Verschlusses und der Nadelschutzkappe etwas Placeboldsung aus der Spritze entweicht.
Deswegen sollte der Injektor beim Abziehen des Verschlusses immer vom Probanden und

vom Anwender weggehalten werden.
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4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

Abbildung 41: Abnahme des Verschlusses vor der Injektion.

Der Autoinjektor sollte vor Gebrauch auf Unversehrtheit Gberprift werden. Sobald die
Schutzkappe entfernt ist, sollte die Injektion umgehend stattfinden. Die Hautstelle sollte zuvor
mit einem Alkoholtupfer gereinigt werden. Von der verabreichenden Person wird eine
Hautfalte an entsprechender Stelle gebildet. H&ufige Injektionsorte sind der Bauch und der
Oberschenkel. Mit der anderen Hand h&lt man den Autoinjektor im Griffbereich.

Abbildung 42: Bilden einer Hautfalte.
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Abbildung 43: Aufsetzen des Autoinjektors auf die Hautfalte.

Durch Aufsetzen des Injektors auf die Hautfalte fahrt der Nadelschutz nach innen, wodurch
der Sperrmechanismus aufgehoben wird. Der Injektor ist nun zur Injektion bereit. Die
Injektion wird durch Druck auf den Ausldseknopf gestartet. Akustisch wird dies anhand eines
Klickens angezeigt. Anhand der Zeitmessung kann man feststellen, wann die Injektion
beendet ist. Man z&hlt dann noch eine Haltezeit von 5 Sekunden. Erst dann ist garantiert, dass
die vollstandigen 2 ml injiziert wurden. Die Hautfalte wird wéhrend der Injektion gehalten
und erst nach Absetzen des Autoinjektors losgelassen. Zum  Schutz vor
Nadelstichverletzungen fahrt der Nadelschutz beim Abnehmen des Injektors heraus und
verdeckt die Nadel. Der Autoinjektor sollte immer senkrecht von der Injektionsstelle entfernt
werden. Bei jeder Injektion sollte eine neue Hautstelle gewahlt werden, um Irritationen zu
vermeiden. Hautstellen, die empfindlich, erhaben, wund, verletzt oder verhartet sind, sollten

vermieden werden.

60



4.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

Abbildung 44: Abziehen des Injektors von der Injektionsstelle.

Zum Vorbereiten des Autoinjektors fr die nachste Injektion wird das Unterteil abgedreht und
die Spritze aus dem Injektorgehduse-Unterteil entnommen. Da die Nadel nun freiliegt, muss
dies dulerst vorsichtig geschehen. Die Handgriffe zeigt Abbildung 38. Durch leichten Druck
auf den Nadelschutz, kann dieser wieder in seine Ausgangsposition gebracht werden. Nach
jeder Injektion wird der Nadelschutz als Haut beriihrende Kontaktstelle grindlich desinfiziert,

bevor er auf eine andere Hautstelle aufgesetzt wird.

4.3.3 Funktionelle Tests des Autoinjektors

An Autoinjektoren sind einige nationale und internationale Anforderungen gestellt. VVor der
Verwendung des Autoinjektors in der Klinik musste dieser auf einwandfreie Funktion getestet
werden. Flr nadelbasierte Injektionssysteme sind funktionelle Tests in der ISO-Norm 11608
,,Kanulenbasierte Injektionssysteme zur medizinischen Verwendung — Anforderungen und
Prafverfanren (DIN EN ISO Norm 11608 Teill: Kaniilenbasierte Injektionssysteme)*
festgehalten. Diese Norm stellt eine Liste von Tests zur Verfligung und beschreibt die
Durchfuhrung der Tests, sowie deren Auswertung (67).

Der Fokus in der Studie liegt dabei auf der Dosiergenauigkeit und Robustheit des Gerétes. Es
ist wichtig, dass der Autoinjektor zuverlassig das gleiche Volumen an Flussigkeit ausstoit
und das Handling einfach ist. Eine gewisse Robustheit ist in der Klinik auch von Vorteil. Falls
der Autoinjektor in der Klinik auf den Boden féllt, wird dieser zwar ausgetauscht, es ist aber
dennoch wichtig zu wissen, ob ein solches Gerét einer Krafteinwirkung von auf3en standhalt
und ob es seine Funktion beibehalt. Dies wurde durch die in 11608-1 beschrieben ,,Priifung
durch freien Fall“ getestet. Die Norm fordert Priifungen im Normalklima und in kihler und

warmer Umgebung. Da der Autoinjektor nachweislich nicht verschiedenen thermischen
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Belastungen ausgesetzt wird, wird auf diese Tests verzichtet. Auch die Lebensdauerprifung,
Prifung auf elektromagnetische Vertraglichkeit und die Schwingungsprifung wurden

ebenfalls nicht durchgefiihrt, da Sie fur die Verwendung in der Klinik keine Relevanz haben.

Zudem wurde der Autoinjektor nach Medizinprodukterecht zur CE-Kennzeichen-Vergabe
von der Firma CE Medizinprodukte GmbH weiteren Tests unterzogen und die Konformitat

des Devices erklart.

4.3.4 Federkraftmessung

Um die Autoinjektoren zu unterscheiden, werden diese durch lhre Federkréfte charakterisiert.
Der Einfachheit halber werden die Federn durch ihre maximale Federkraft im gespannten
Zustand bezeichnet. Die verschiedenen Injektionszeiten lieRen sich Uber unterschiedliche
Antriebseinheiten erzielen. Diese bestanden aus Federn mit unterschiedlichen Starken sowie
Reibelementen, die ihrerseits variabel mit Gummi- oder Teflon-O-Ringen sowie
hochviskosem Lebensmittelfett konfiguriert waren (siehe Abschnitt 4.3). Die Federkraft-
Messungen wurden an der Materialprifmaschine Ametek von Lloyd Instruments Typ LRX
durchgefuhrt (siehe Abbildung 45). Um die Antriebscharakteristik eindeutig bestimmen zu
kénnen, wurden die Antriebsteile der Autoinjektoren in eine eigens angefertigte Halterung

unter den Kraftaufnehmer des Geréates eingebaut.

Abbildung 45: Federkraftmessgerat Ametek.
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Ein Stempel bewegt sich auf die Schubstange des Federkolbens zu. Dabei staucht dieser die

Feder bei jeder Messung, indem er mit einer Geschwindigkeit von 200 % runterfahrt. Die
Relaxation der Federn wurde fur jeden Autoinjektor jeweils 3 Mal mit Geschwindigkeiten

von 50%, 500 == und 1000 = erfasst. Dabei wird die Kraft gemessen und gegen die
mimn mn min

Dehnung der Feder aufgetragen.

4.3.5 Zeitmessung

Mit verschiedenen Federstarken sollten Injektionszeiten von 10, 15 und 20 Sekunden erzielt
werden. Um die Injektionszeit zu messen, wurde der Autoinjektor mit einem Schlauch
verbunden, der zu einem Luftflussmessgeréat (TSI® 4100 Series) filhrt (siehe Abbildung 46).
Der Luftflusssensor ist mit dem PC verbunden. Durch die Kolbenbewegung im Inneren des
Autoinjektors kommt es zu einer Anderung des Luftflusses, wodurch Start- und Endzeitpunkt

der Injektion ermittelt werden konnten.

Verbindung Verbindung
zum PC zum Strom

Y
Luftf_IUSS_- Verbindung zum
Anzeige in Autoinjektor
Standard

L/min

Abbildung 46: Luftflussmessgerat TSI®4100 Series.

Die Luftflussmessung wurde zur Auswahl der richtigen Federstarken angewandt. Abbildung
47 zeigt den Versuchsaufbau. Es wurden 2 ml Spritzen in die Autoinjektoren eingebaut und
die Formulierung, welche spéter in der Studie verwendet wurde, in Luft (ohne Widerstand)

und in Schweinehaut appliziert.
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-
-

Abbildung 47: Versuchsaufbau Zeitmessung in Luft.

4.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Biological-Formulierungen konnen Viskositdten von bis zum 100 cP aufweisen (68).
Aufgrund der niedrigen Potenz von Biologika und der schlechten Bioverfugbarkeit (69) geht
der Trend zu hoher konzentrierten Losungen und somit zu hoheren Viskositaten. Eine

Biological-Formulierung setzt sich normalerweise aus folgenden Komponenten zusammen:

- Protein (Active Pharmaceutical Ingredient, API)
- Puffersystem (bspw. Acetatpuffer) zur pH-Einstellung

- Zucker, Salz oder Aminoséuren in isotonischen Konzentrationen (bspw. Trehalose)
zur Isotonisierung

- Tensid (bspw. Polysorbat 20) als Stabilisator
Die Viskositadt der Formulierung wird hauptsachlich durch die Art des Proteins, dessen
Konzentration, aber auch durch die Temperatur und den pH-Wert der Formulierung, sowie
Art und Konzentration der Hilfsstoffe bestimmt (53). Aktuell sind im Europdischen
Arzneibuch und in der USP keine Viskositatsgrenzwerte parenteraler Formulierungen
angegeben (70). Meist gilt ein exponentieller Zusammenhang zwischen Viskositat und

Proteinkonzentration. Ab einer Konzentration von 100 %steigt die Viskositat exponentiell

an (53).
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4.4.1 Auswahl des Hilfsstoffes

In dieser Studie soll eine Placebolésung mit einer Viskositat von 8 cP getestet werden. Im
Zuge der Forderung eines Projektes der biopharmazeutischen Abteilung wurde eine
Pilotstudie geplant und durchgefihrt. In dieser lag der Fokus auf Formulierungen der
Viskositat 8 cP und einem Volumen von 2 ml. Die Entwicklungsschritte fir die 8 cP Losung

konnten aus friheren Entwicklungen tibernommen bzw. angepasst werden.

In dieser Studie wurde eine Placeboldsung verwendet, da sie an gesunden Probanden
durchgefihrt werden sollte. In einer Placeboformulierung fehlt das Protein. Die Viskositat
musste durch einen anderen viskositatserndhenden Hilfsstoff erzielt werden. Sie musste der
Prufung auf Sterilitat (Ph. Eur. 9.3, 2.6.1) entsprechen und wurde auf der Basis von Wasser
fur  Injektionszwecke mit einem  viskositatserhohenden  Hilfsstoff und einem
Isotonisierungsmittel hergestellt. Da das Losungsmittel bei parenteraler Applikation feststeht
(Wasser fur Injektionszwecke), musste nach einem geeigneten viskositatserh6henden
Hilfsstoff gesucht werden, der fur die subkutane Applikation geeignet ist, sich mit dem

Isotonisierungsmittel vertrégt, sterilisiert werden kann und allgemein vertréglich ist.

Eine Ubersicht von viskositatserhéhenden Hilfsstoffen aus dem Handbook of Pharmaceutical

Excipients (71) ist in folgender Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 5: Viskositatserhohende Hilfsstoffe.

Viskositatserhohende Substanz

Fur parenterale Verabreichung geeignet

Acaciae gummi

Acidum alginicum

Bentonit

Carbomer (Polyacrylsaure)

Carboxymethylcellulose Calcium

Carboxymethylcellulose Natrium

Parenteral administration, viscous aqueous
solutions, injections 0,05-0,75%, FDA Inactive
Ingredients Guide: SC Injections

Cetostearyl Alcohol

Ethylcellulose

Gelatin

Used as a vehicle for parenteral applications,
FDA Inactive Ingredients Guide: Injections

Guar gum

Hydroxyethylcellulose

Hydroxypropylcellulose

Hydroxypropyl methylcellulose

Magensium Aluminium Silicate

Maltodextrin

Methylcellulose

Polyvinylalkohol

Propylene Carbonate

Propylene Glycol Alginate

Colloidal Silicon Dioxide

Sodium Alginate

Tragacanth

Xanthan Gum

Laut Tabelle 5 kommen nur Natriumcarboxymethylcellulose (NaCMC) und Gelatine in Frage,
da nur sie fir die subkutane Injektion geeignet sind. Gelatine fiel aufgrund der schwierigeren
Beschaffung und Probleme bei der Einstellung der richtigen Viskositéat, bzw. Problemen bei
der Sterilisierung, sowie verstiarkten Uberempfindlichkeitsreaktionen bei der parenteralen
Verwendung weg (71). Verschiedene andere Quellen verwendeten ebenfalls NaCMC als

viskositatserh6hendes Agens in parenteralen Zubereitungen (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6: Verwendung von NaCMC als viskositatserhéhendes Agens bei parenteraler Applikation.

Viskositatserhohender
Hilfsstoff

Konzentration

Viskositat

Referenz

Acetatpuffer + NaCMC

7 mg/ml

5cP

Dias C, Abosaleem B,
Crispino C, Gao B,
Shaywitz A. Tolerability of
High-Volume Subcutaneous
Injections of a Viscous
Placebo Buffer: A
Randomized, Crossover
Study in Healthy Subjects.
AAPS PharmSciTech. 2015.

Aluminiummonostearat (6lige
Ldsungen)

2%

Carboxymethylcellulose

1%

Natriumcarboxymethylcellulose

0,1-0,75%

Gelatine hydrolisiert

16 % wi/v

Povidone - allgemein
injectables

0,5-0,6 % wiv

Nema S, Washkuhn RJ,
Brendel RK. Excipients and
Their Use in Injectable
Products. PDA Journal of
Pharmaceutical Science &
Technology.1997.

Carboxymethylcellulose Sodium

(unspezifische Form, s.c.) N/A i
Gelatine (unspezifisch) (s.c.) 16 % -
Povidone K17 (s.c. Suspension) 0,77 % -
Trehalose (Pulver zu Herstellung 20 i

einer Injektionsldsung, s.c.)

Natriumhyaluronat

intraartikular intramuskular,
intravitreal, topisch

Dextran

Nicht furr den s.c. Gebrauch

FDA inacitve ingredients
database

Natriumhyaluronat

Topisches Gel (nicht toxisch,
nicht irritierend)

Gelatine

Injektionen(Anaphylaktische
Reaktionen)

Crospovidone

i.m. Injektionen

Sodium Carboxymethylcellulose

0,05 - 0,75 % (Injektionen)

Rowe RC. Handbook of
pharmaceutical excipients.
6th ed. London:
Pharmaceutical Press 2009.
XXVII, 888 S. p.

Carboxymethylcellulose, sodium

0,15-3%

Glycerin

32.5 %, s.c. Injektion, FDA
inactive ingredient Guide

Nema S, Brendel RJ.
Excipients and their role in
approved injectable
products: current usage and
future directions. PDA
journal of pharmaceutical
science and technology /
PDA. 2011;65(3):287-332.

Sodium carboxymethyl cellulose

Acacia

Gelatine

Methylcellulose

Polyvinyl pyrrolidone

injectable suspensions

Mehmood Y, Farooq
U.Excipients Use in
Parenteral and Lyophilized
Formulation Development.
Open Science Journal of
Pharmacy and
Pharmacology.2015;3(3):19
-27.
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Als Beispiel diente Dias et al., der &hnliche Viskositédtsbereiche abdeckte und die Ldsung
ebenfalls subkutan applizierte. Als viskositatserhohender Hilfsstoff wurde somit
Natriumcarboxymethylcellulose (CAS-Nr. 9004-32-4), das Salz der Carboxymethylcellulose,
verwendet (71).

Natriumcarboxymethylcellulose (Carmellose-Natrium) wurde von der Firma Caelo bezogen:

Tabelle 7: Angaben zur Carmellose-Natrium.

ﬁ;t' Artikel Monografie | PZN Packung
Carmellose-Natrium (nominale

4104 Viskositat 600 mPa-s) BLANOSE® Ph. Eur. 03541819 250 g
7TMF

Natriumcarboxymethylcellulose wird in oralen, topischen und parenteralen Formulierungen
verwendet (71). Die pharmazeutische Qualitdt wurde von Caelo bestétigt (siehe Anhang
Abbildung 139 - Abbildung 140). Das Produkt kann fiir ,,human use* und fir die parenterale
Applikation verwendet werden. Natriumcarboxymethylcellulose ist GRAS-gelistet und in der
,,FDA Inactive Ingredients Search for Approved Drug Products* als Produkt fiir die subkutane
Injektion beschrieben (72). Dies bedeutet, dass es eingefiihrte Marktprodukte fir die
subkutane Anwendung gibt, die Natriumcarboxymethylcellulose als viskositatserhéhenden
Zusatz enthalten. Sie ist leicht in Wasser jeglicher Temperatur l6slich und bildet klare
kolloidale Losungen (71). Die Viskositat lasst sich mit Natriumcarboxymethylcellulose
aufgrund der unterschiedlichen Viskositatsgrade (niedrig, medium, hochviskos) leicht

einstellen.

OH

OH

o

OH

m2

Abbildung 48: Strukturformel Natriumcarboxymethylcellulose (Substitutionsgrad 1.0) (73).

Die im Arzneibuch beschriebene Substanz enthélt 0,35 bis 1,22 Carboxymethylgruppen pro

Glucoseeinheit (10). Loésungen der Konzentrationen 0,05 - 0,75 % durfen als Injektionen
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verwendet werden. 1%ige Lésungen besitzen pH-Werte im Bereich von 6,0 - 8,0 und kénnen
Viskositdten von 5 - 2000 mPa-s besitzen (71). Die Losungen sollten dicht verschlossen, unter
Ausschluss von direkter Sonneneinstrahlung bei Zimmertemperatur 15 - 25 °C gelagert
werden (71). Stabil sind Losungen tber einen pH-Bereich von 4 - 10. Das Optimum liegt bei
einem pH-Wert von 7 (71).

Sowohl die reine Form als auch wassrige Losungen sind schwierig zu sterilisieren, da sie
wéhrend der Prozesses an Viskositat einblRen (71). Dieser Viskositatsverlust muss vorher mit

einkalkuliert werden.

Generell ist NaCMC ein nicht-toxischer, nicht-reizender Stoff. In Tierstudien (Ratten) wurden
bei subkutaner Applikation Entziindungen und bei mehrmaliger subkutaner Applikation auch
Fibrosarkome entdeckt (74). Hypersensitivitatsreaktionen wurden in Rindern und Pferden
festgestellt, die NaCMC in parenteraler Form (Impfung/Penicillin) verabreicht bekamen (75-

77). Die mittlere letale Dosis bei Guinea Schweinen nach oraler Gabe betragt 16 g/kg, bei

1
10000

Ratten 27 g/kg (78). Anaphylaktische Reaktionen sind selten (Haufigkeit zwischen und

Tloo) (79). Sie wurden hauptséchlich nach intraartikulérer Infiltration von lang anhaltenden

Corticosteroid-Formulierungen und bei Darmspilungen mit Bariumsuspensionen beobachtet
(79). Carboxymethylcellulose wird auch in injizierbaren Hormonformulierungen (LHRH and
Somatostatin) als Hilfsstoff verwendet (79). Allergische Reaktionen nach oraler Gabe von
Carboxymethylcellulose wurden nicht beobachtet (79). Laut Sicherheitsdatenblatt wird
NaCMC als nicht kanzerogen eingestuft (80).

4.4.2 Viskositatsmessungen

Die Methode zur Viskositatsmessung wurde in den Laboren der Firma Boehringer Ingelheim
entwickelt. Fir dieViskositatsmessung orientiert man sich an der Methode zur Bestimmung
der nominalen Viskositat von Carmellose-Sodium, die in der Arzneibuchmonographie (Ph.
Eur. 9.3/0472) beschrieben ist (9). Die nominale Viskositat definiert die Viskositat einer
2%igen wassrigen Losung. In dieser Monographie wird die nominale Viskositdt mit einem
Rotationsviskosimeter bei 20 °C und einer Scherrate von 10s™ ermittelt. Verschiedene
Losungen wurden angesetzt und mit einem Kegel-Platte Rheometer der Firma Malvern

Instruments (Kinexus Lab+) vermessen.
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Abbildung 49: Malvern Kinexus Lab+, Kegel-Platte-Rheometer mit 1°40mm Kegel.

Zunachst wird ein Rheogramm im gesamten moglichen Scherratenbereich (0,1 - 10000 s™)
aufgenommen, um das FlieRverhalten der Losung darzustellen. Bei vorgegebener Scherrate
erhalt man die Schubspannung (Pa) und die Viskositat (Pa-s) als Ergebnis. Diese werden in
einem Rheogramm auf der y-Achse gegen die Scherrate (s*) auf der x-Achse aufgetragen
(siehe Abbildung 95). Zur genauen Bestimmung der Viskositdt muss eine genaue Scherrate
festlegt werden. Eine Scherrate wie sie wéhrend der Injektion in dem Autoinjektor zu finden
ist, ist mit dem Gerét nicht messbar. Das Arzneibuch beschreibt in der Monographie von
Carmellose-Sodium (Ph. Eur. 9.3/0472) eine Bestimmung der Viskositat bei 10s™ (9).
Ebenfalls ist eine Bestimmung der Viskositdt im Plateau am besten reproduzierbar (siehe
Abbildung 100). Die Viskositat der Polymerlésung wurde somit nach Aufnahme einer
FlieRkurve von 1 - 1000s™ bei 10s™ bestimmt. Die Rheogramme werden bei Raumtemperatur
(20 °C) aufgenommen. Uber die Software rSpace for Kinexus des Rheometers konnte die
Platte genau temperiert werden. Uber das voreingestellte Programm ,,Shear rate table* kann
ein gesamter Scherratenbereich abgefahren werden. Auch die Messpunkte, die zwischen einer
Dekade aufgenommen werden sollen, kénnen bestimmt werden. Das Kalibrierzertifikat des
Rheometers zeigt eine zuldssige Abweichung von 5 % des deklarierten Wertes. Gemessen
wird dies an einem Newton‘schen-Ol (siehe Anhang Abbildung 141). Abweichungen kdnnen
jedoch sowohl proben- als auch anwenderbedingt hoher sein. Eine Abweichung von + 12,5 %

wurde in den Messungen toleriert.
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Transfer zur Topmedicare GmbH und Methodenvergleich

Die Methode wurde anschlielend zur Topmedicare GmbH transferiert. Diese beauftragte ein
externes Pruflabor mit der Viskositatsmessung. Da Viskositdtsmessungen stark von dem
verwendeten Gerat aber auch von der Probenaufbereitung und dem Handling der messenden
Person abhangt, erfolgte eine detaillierte Absprache mit der Topmedicare bzw. der
PharmBioTec GmbH, die die Proben vermessen hat. Gemessen wurde dort mit einem
Rheometer der Firma Anton Paar (HS KL).

- ==
LT (i

Abbildung 50: Rheometer Anton Paar (Physica MCR 501).

Gemessen wurden die Proben in einem Scherratenbereich von 1 - 1000 s mit einem 1°40mm
oder 1°60mm Kegel bei 20 °C nach der oben beschriebenen Methode. Um die Methoden zu
testen, wurden Proben einer Charge der Placeboldsung sowohl von der PharmBioTec GmbH
als auch im Labor von Boehringer Ingelheim vermessen. Die PharmBioTec GmbH erhielt
folgende Ergebnisse bei zweimaliger Messung:

Tabelle 8: Ergebnisse der Viskositatsmessungen der PharmBioTec GmbH.

Bezeichnung Viskositét bei 10 s [mPa-s]
NaCMC-NaCl Mischung 1. Messung 8,6
NaCMC-NaCl Mischung 2. Messung 8,5
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Die gleiche Losung (5 Spritzen) wurde bei Boehringer Ingelheim auf einem Kinexus Lab+

Rheometer von Malvern vermessen.

Tabelle 9: Vergleichsergebnisse der Viskositatsmessungen im Boehringer Ingelheim Labor.

. Anzahl der Viskositat bei
Bezeichnung Messungen 10 s [mPa-s]
Spritze 1 1 7,58
Spritze 1 2 7,61
Spritze 2 1 7,68
Spritze 2 2 7,72
Spritze 3 1 7,30
Spritze 3 2 7,31
Spritze 4 1 8,46
Spritze 4 2 7,47
Spritze 4 3 7,51
Spritze 5 1 7,26
Spritze 5 2 7,99

Es gibt zwar Unterschiede bei den Messergebnissen (ca. 1 mPa-s Differenz) jedoch liegen alle
Messungen in den festgelegten Spezifikationen von 7,0 - 9,0 mPa-s (siehe Abschnitt 5.4.5).

Die Methode der PharmBioTec GmbH wurde somit als geeignet definiert.

4.4.3 Filtration

Die Placeboltsung wird auf Basis von Wasser fiir Injektionszwecke mit NaCMC auf einen
Viskositdatswert von 8 cP eingestellt. Laut Literatur kann die wassrige Ldsung durch
Autoklavieren sterilisiert werden (71). Allerdings muss bei dieser Sterilisationsmethode mit
einer Viskositatsreduktion von 25 % gerechnet werden (71). Deshalb wurde ein Filter
gesucht, der die Viskositat der Losung bei der Druckfiltration so gut wie nicht veréndert.
Ausganglosung und Filtrat sollten die gleiche Viskositat haben. Es wurden verschiedene
Filtermaterialien  getestet.  Eine  kleine  Druckfiltrationsapparatur ~ mit 220 ml

Fassungsvermdgen wurde fur die Auswahl des richtigen Filtermaterials verwendet.
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Abbildung 51: Filtrationseinheit.

Zunéchst wurden Celluloseacetatfilter getestet. Diese Filter waren fur die hohe Viskositat der
Losung nicht geeignet, da sich der Hilfsstoff auf dem Filter Material absetzte und die Poren
mit der Zeit verstopften. Durch Beratung von Merck Millipore und Pall und Parker wurden als
néchstes Polyethersulfon-Membranfilter (PES, 47 mm Durchmesser, 0,22 um Porengrofie)
getestet. Diese Filter sind asymmetrisch, verstopfen daher nicht so leicht und sind fiir héher
viskose Polymere geeignet. Die Filtrierbarkeit einer NaCMC-L&sung (Substitutionsgrad 0,7)

durch PES-Membranen wird auch in der Literatur beftirwortet (81).

Um die Filter zu testen, wurde die Viskositat der hergestellten Placebolésung vor und nach
der Filtration gemessen. Es wurde eine héher viskose (40 cP) NaCMC-L6sung hergestellt und
mehrmals filtriert. Sowohl die Anfangsviskositét als auch die Viskositat der Filtrate wurden
bestimmt. Die Losung lauft kontinuierlich durch die Filtrationseinheit (Druck 2 bar).

Tabelle 10: Viskositat des Filtrats vor und nach der Filtration.

Filtrat 1 und 2

Nr. Bezeichnung Anfangsviskositat | 1.Filtrat 2.Filtrat
zusammengelegt

NaCMC -Losung,

1. 40,94 mPa-s 40,44 mPa-s | 40,74 mPa-s | 40,62 mPa-s
40 mPa-s

g, | NaCMC-Losung, | 44 57 pasg 39,44 mPa-s | - -
40 mPa:-s
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Da die Abweichung des Gerates laut Kalibrierzertifikat 5% betragt, kann man von einer
gleichbleibenden Viskositat nach dem Filtrieren ausgehen (siehe Abbildung 141). Diese
Ergebnisse wurden spater auf die niedrigviskosere Losung (8 cP) Ubertragen, sowie zur Firma
Topmedicare transferiert.

Transfer zur Topmedicare

Die Topmedicare verwendete einen 0,2 um Flachfilter aus PES, ohne positive Ladung zur

Retention von Endotoxinen, von der Firma Impromediform mit Luer Lock Anschlissen.

J. *

Abbildung 52: Verwendeter Flachfilter (0,2 pm) von der Firma Impromediform.

Im Rahmen der Herstellung wurde eine Abfiillmaschine (Baxter Repeater) verwendet, die auf
ein bestimmtes Fillvolumen eingestellt werden konnte (siehe Abbildung 55). Auch die
Abflllgeschwindigkeit konnte mit eingestellt werden. Die Maschine ist qualifiziert und wurde
am Arbeitstag kalibriert. Die Kalibrierung wurde auBerdem wahrend und nach der
Herstellung Uberprdift.

4.4.4 Herstellung der Placebolésung
Die Entwicklung der Herstellungsanweisung der Placeboldsung erfolgte zundchst im kleinen
non-GMP Labormalistab bei Boehringer Ingelheim und wurde anschlieend in das GMP

Umfeld des Sterilherstellers Tompedicare GmbH transferiert.

Zunéchst wird etwas Wasser in einem 100 ml Messkolben vorgelegt. Die bendtigte Menge an
Natriumcarboxymethylcellulose wird auf einer Analysenwaage abgewogen und anschlieRend
in einen 100 ml Messkolben berfiihrt. Die Substanz neigt zum Agglomerieren, wenn sie in
Wasser tberfihrt wird. Deswegen erfolgt das Losen des Feststoffes mit Aqua ad injectabilia

unter  andauerndem  starkem  Rihren der  LOsung  mittels  Magnetrihrer.
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Natriumcarboxymethylcellulose wird so langsam hinzugefuigt, dass sich alle Partikel
separieren konnen und ihre Oberflachen befeuchtet werden, bevor sie agglomerieren. Es muss
schnell genug hinzugefligt werden, um einen friihzeitigen Viskositatsanstieg zu verhindern.
Gerlhrt wird solange bis eine kolloidale Ldsung erzielt wird (ca. 30 min - 1 h). AnschlieRend
werden 0,9 g Natriumchlorid (NaCl) abgewogen und zu der Lésung hinzugefiigt. Diese wird
bis zur vollstandigen Auflésung geriihrt. AbschlieBend lasst man die Ldsung einige Zeit
stehen bis alle Blasen verschwunden sind und fullt den Kolben mit Aqua ad injectabilia genau
auf 100,0 ml auf. Die Losung sollte in einem Braunglas-Messkolben (geschitzt vor
Sonnenlicht) und in einer auf 15 - 25 °C temperierten Umgebung hergestellt werden und dicht
verschlossen gelagert werden. Auf ein Erhitzen auf 40 —50 °C zum besseren Ldsen des
Feststoffes sollte nach Mdglichkeit verzichtet werden, da die Viskositat mit steigender
Temperatur sinkt und ein Wiederherstellen der Ausgangsviskositdt (Abkihlen auf
Raumtemperatur) sehr lange (ca. 24 h) dauert. Fir die Studie wurde anhand dieser

Herstellungsanweisung eine Losung der Viskositét 8 cP hergestellt.

Neben der Viskositat stellte die Osmolaritat einen wichtigen Faktor dar. Diese musste den
Spezifikationen fir eine parenteral zu verabreichende Losung entsprechen (275 -
320 mOsmol/kg). Gemessen wurde die Osmolaritat mit einem Dampfdruck-Osmometer
(Wescor Vapro®). Da der Dampfdruck zu den kolligativen Eigenschaften einer Losung
gehort, d.h. er ist abh&ngig von der Menge an geldsten Teilchen, l&sst sich mit diesem die
Konzentration bzw. die Osmolalitat einer Losung bestimmten. Mit steigendem Anteil an
gelosten Teilchen kommt es zu einer Dampfdruckerniedrigung. Die Messung der
Dampfdruckerniedrigung basiert auf einer hygrometrischen Messung mit einem
Thermoelement. Zur Kalibrierung des Gerates wurden zundchst drei Kalibrierlésungen
vermessen. Diese wurden auf einen Filter getropfelt und durch Schliefen der
Probeaufnahmeflache vermessen. Auch die Placebolésung wurde auf den Filter gegeben
(10 pL Probenvolumen) und vermessen. In der Probenkammer ist ein Temperatursensor, der
die Taupunkterniedrigung innerhalb der Kammer misst und das Gesamtgerdt dient als
Taupunkt-Hygrometer. Das Gerat zeigte direkt den Osmolalitatswert digital an.
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Probenaufnahmeflache

Abbildung 53: Dampfdruck-Osmometer (Wescor Vapro®).

Ohne Isotonisierungsmittel lag die Osmolalitdt im hypotonen Bereich. Zum Erreichen der
richtigen Osmolalitat musste Natriumchlorid hinzugefugt werden. Durch die Zugabe von
Natriumchlorid wurde die Viskositat verringert und musste mit einem Zusatz an NaCMC
ausgeglichen werden.

Herstellung und Abfiillung der Placeboldsung im GMP-Umfeld

Die Herstellung der Placebolésung bei der Topmedicare erfolgte in Anlehnung an die in
Abschnitt 4.4.4 beschriebene Methode. Die genaue Herstellungsanweisung inklusive
Herstellungsprotokoll sind im Anhang (Abbildung 142 - Abbildung 156) zu finden. Die
Herstellung erfolgte in Reinrdumen unter Laminar-Air-Flow Banken der Firma Topmedicare
unter GMP-Bedingungen (siehe Abbildung 54). Durch die LAF-Bénke wird sowohl Produkt-
als auch Personenschutz gewahrleistet.

76



4.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Abbildung 54: Mitarbeiter der Topmedicare unter einer Laminar Air Flow Bank.
Die Abflllung erfolgte hierbei mit einer Abflllmaschine (Baxter Repeater) und einem 0,2 um

Flachfilter aus PES mit Luer Lock Anschliissen jedoch ohne positive Ladung zur Retention

von Endotoxinen. Der Filter wurde von der Firma Impromediform bezogen.

Abbildung 55: Abfullmaschine und Tub mit Spritzen.

Die Abfiillmaschine wurde auf ein Volumen von 2,2 ml eingestelit.
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Abbildung 56: Abfullen der Lésung in die Spritzen (links) , Verschlieen der Spritzen (rechts).

Die Losung wurde in die Spritzen abgefullt und von einer anderen Mitarbeiterin verschlossen.
Diese hat die Spritzen dann ebenfalls in die Autoklavierbeutel verpackt und diese

verschlossen und etikettiert.

Abbildung 57: Verpacken der Spritzen in Autoklavierbeutel.
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4.5 Invivo Grundlagenstudie

In dieser Grundlagenstudie soll der Einfluss von Volumen, Viskositdt und
Injektionsgeschwindigkeit auf das Schmerzempfinden und die Vertraglichkeit (Erytheme,
Blutungen, Schwellungen, Leakage) bei gesunden Probanden getestet werden. Die Injektion
wurde mit einem Autoinjektor durchgefihrt.

45.1 Studiendesign

Die Studie wurde mit 16 gesunden Probanden (Manner und Frauen zwischen 25 - 65 Jahren)
durchgefuhrt, die vom Clinical Research Center (CRC) der Hautklinik der
Universitatsmedizin Mainz rekrutiert wurden. Verabreicht wurde eine Placebolésung mit

einer konstanten Viskositdt von 8 cP und einem konstanten Volumen von 2 ml mittels
Autoinjektor. Variiert wurden die Injektionsgeschwindigkeiten (0,1; 0,13; O,ZmTl). Die

Hauptzielparameter sind die Bewertung des Schmerzempfindens und des Juckreizes auf einer
visuellen Analogskala (VAS). Zuséatzlich wurde die Injektionszeit aufgenommen, in dem die
Kolbenbewegung und der damit entstehende Luftfluss registriert wurden. Nach einer bzw.
5 Minuten wurden Bilder von der Injektionsstelle gemacht um mdgliche lokale Irritationen

festzuhalten.

Jeder Proband bekam 5 Injektionen mit unterschiedlichen Injektionsgeschwindigkeiten von
der Study Nurse verabreicht. Dabei wurde der Ort (Oberschenkel-Vorderseite und Bauch)
variiert (siehe Abbildung 58).

Bauch, ca. 5 cm vom

l/ Bauchnabel entfernt
I\ Oberschenkel —

\Vorderseite

Abbildung 58: Injektionsorte: Oberschenkel und Bauch (82).
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Vier dieser Injektionen applizierten 2 ml einer viskosen Placeboldsung (0,47%ige NaCMC,
0,9%igen Natriumchlorid-Lésung). Die erste Injektion war eine Dummy-Injektion zu
Ermittlung des  Nullwertes, der fur die Einschdtzung der Schmerz- und
Juckreizempfindlichkeit des Probanden wichtig war. Hierbei wurde keine Spritze in den
Autoinjektor eingesetzt. Der Proband hérte nur ein Klicken, welches durch Druck auf den

Ausldseknopf erzeugt wurde.

Die Applikation erfolgte nach der Gebrauchsanweisung mit einem Autoinjektor, der eigens
fir die Studie konzipiert wurde (siehe Abschnitt 4.3.2). Die subjektive Einschatzung von
Juckreiz- und Schmerzempfinden wurde von jedem Probanden direkt nach der Injektion auf
einer Skala von 0 - 100 mm bzw. 0 - 10 cm bewertet, wobei 0 keine Beschwerden und 10 die

hdchsten vorstellbaren Beschwerden darstellt.

Schmerzintensitét

Keine
Beschwerden Maximale
Beschwerden
= |i
0 10
Juckreiz
Keine Maximale
Beschwerden Beschwerden
oL |
T I
0 10

Abbildung 59: Beispiel einer Visuellen Analogskala fur die Schmerzintensitat und den Juckreiz.

Die Probanden mussten ein Korpergewicht von > 50 kg haben. Sie durften nicht an
chronischen Erkrankungen leiden bzw. Medikamente nehmen, die das Schmerzempfinden
beeinflussen. Ebenfalls diirfen sie nicht an Hautkrankheiten leiden, die die Injektionsstellen
betreffen. Vor Beginn der Studie wurde der Proband vom Prifarzt Gber den Studienablauf und
die moglichen Risiken aufgeklart. Die Probandeninformation musste vor der Studie grundlich
durchgelesen und die Einwilligungserklarung unterschrieben werden. Vor Beginn der Tests
fand eine grindliche gesundheitliche Untersuchung durch den Prifarzt statt. Die Eignung des
Probanden zur Teilnahme an der Studie wurde vom Arzt schriftlich bestatigt. Bei Frauen
wurde zum Ausschluss einer Schwangerschaft ein Test durchgefiihrt. Untererndhrung galt als
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Ausschlusskriterium. Chronisch erkrankte Menschen oder frisch operierte Menschen durften
ebenfalls nicht teilnehmen. Eine regelmaBige Medikamenteneinnahme (vor allem
Antikoagulantien und Schmerzmitte) und bekannte Hypersensitivititen gegenuber den
Hilfsstoffen oder anderen  makromolekularen  Stoffen  wurden ebenfalls als

Ausschlusskriterium festgelegt.

Zwischen den Injektionen wurde 30 Minuten gewartet, um eine Ubertragung des
Schmerzempfindens einer vorherigen Injektion zu vermeiden. Ein Proband musste circa 4
Stunden fiir die Studie einplanen und durfte das CRC erst verlassen, wenn 30 Minuten nach

der letzten Injektion keine Beschwerden aufgetreten sind.
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Der genaue  Studienablauf ist in
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Abbildung 60:
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4.5.2 Design of Experiments

Durch eine statistische Versuchsplanung (Design of Experiments, DOE) versucht man die
relevanten Einflisse von Variablen auf das Ergebnis eines Produktes oder Prozesses zu
bestimmen. Ziel ist es, mit einem minimalen Aufwand das Maximum an Informationen zu

generieren.

Die Fallzahlschatzung und Randomisierung wurde mit dem Programm Umetrics Modde 9.0
(Umetrics AB, Schweden) erstellt und anschlieBend vereinfacht, da ein vollfaktorielles
Modell zu viele Probanden gefordert hétte.

Fur die klinische Grundlagenstudie sollte die Anzahl der bendtigten Probanden geschatzt
werden. Die Versuchsplanung wurde zusammen mit einem Biostatistiker der Firma
Boehringer Ingelheim GmbH & Co. KG durchgefihrt. In der Studie wurde ein VVolumen von

2 ml und eine Viskositat von 8 cP verwendet. Die einzige Variable, die gedndert wurde, war
die Injektionsgeschwindigkeit. Hier gab es drei Stufen (0,1; 0,13; 0,2 mTl). Eine Anzahl von 20

Kombinationsmdglichkeiten wird als angemessen angesehen. Dadurch ergibt sich eine
Gesamtanzahl von insgesamt 60 Injektionen. Da aus drztlicher Sicht einer Anzahl von 4
Injektionen pro Proband zugestimmt wurde, ergibt dies eine Anzahl von 15 Probanden. Um
eine gerade Probandenzahl zu erhalten, wurden 16 Probanden (8 Méanner und 8 Frauen) als
Fallzahl festgelegt. Die Probanden wurden durch das CRC rekrutiert. Die Probanden bekamen
5 Injektionen (1 Dummy-Injektion) an unterschiedliche Korperstellen appliziert
(Oberschenkel links und rechts, Bauch links und rechts). Eine Kdrperstelle musste doppelt
verwendet werden, wobei niemals in die gleiche Einstichstelle injiziert werden durfte. Pro
Proband wurden aus diesem Grund an 5 Kdrperstellen fiir die Injektion ausgesucht, d.h. bei 16
Probanden erhélt man insgesamt 80 Stellen, die gleichverteilt wurden. Die Reihenfolge der
Injektionsorte wurde wiederholt.

Die Geschwindigkeiten wurden randomisiert, wobei gefordert wurde, dass jeder Proband jede
Geschwindigkeit bekommt und jeder Proband mindestens eine Dummy-Injektion erhélt. Dies
ergibt jeweils 21 Positionen einer bestimmten Geschwindigkeit. Um die 80 Injektionen zu
erreichen, wurden also 17 statt 16 Dummy-Injektionen benétigt. Der letzte Proband erhielt
somit 2 Dummy-Injektionen und 3 richtige Injektionen. Die Dummy-Injektion wurde
nachtraglich an die 1. Position gesetzt um ein mdgliches Ubertragen des Schmerzes der
vorherigen Injektion auf die Dummy-Injektion zu vermeiden. Die Randomisierungsliste ist im
Anhang (Abbildung 157 - Abbildung 158) beigefligt. Die Studie war einfach verblindet. Der

Proband wusste nicht, mit welchen Geschwindigkeiten die Injektionen verabreicht werden.
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Die Zusammensetzung und das VVolumen der Injektionslésung, sowie der Injektionsort waren
bekannt. Sie wissen auch nicht, dass sie zuerst eine Dummy Injektion (ohne Spritze, ohne
Einstich) als so genannte Nullwert-Messung erhalten. Die Study Nurse war (ber alle
Charakteristika informiert, da die Autoinjektoren auch dementsprechend umgebaut werden

mussten.

45.3 Das Studienteam

Das Studienteam bestand aus mehreren Instanzen, die verschiedene Aufgaben ibernahmen.

T —
lll Ingelhelm Universitat Mainz

Becton Dickinson Universitatsmedizin Mainz

4
Hersteller Autoinjektor
WQS Hamm (CE)
Klinisches Prufzentrum
Primarpackmittel (Spritzen) CRC

Sterile Abfullung und Freigabe
Topmedicare GmbH, Saarbrucken

Abbildung 61: Ubersicht tiber Studienpartner.

Der Sponsor und Hauptverantwortliche der Studie war Prof. Dr. Langguth, Professor fir
Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie an der Universitdt Mainz. Boehringer
Ingelheim Ubernahm die Finanzierung der Studie. Die Primarpackmittel (Spritzen und
Stopfen) wurden steril vom Hersteller Becton Dickinson bezogen und an die Firma
Topmedicare GmbH geliefert, die die Sterilherstellung der Placebolésung Gbernahm.
Zusatzlich lagen die Beflllung und die sterile Verpackung der Spritzen in deren
Aufgabenbereich. Die Topmedicare GmbH (bernahm ebenfalls alle formellen
Dokumentationen, d.h. Herstellungsanweisung/-protokoll und Prifanweisung/-protokoll
(siehe im Anhang Abbildung 159 - Abbildung 162), sowie die Freigabe der Klinikmuster zur
Verwendung am Menschen. Im Vorhinein wurde die Firma von Prof. Langguth als Sponsor
der Studie auditiert und freigegeben.

Das Studienzentrum war das Clinical Research Center der Hautklinik der Universitatsmedizin
Mainz unter der Leitung von Prifarztin Prof. Dr. med. Petra Staubach-Renz und Dr. med.
Sebastian Zimmer, der die Rolle des Prufarztes wéhrend der Studie Gbernahm. Die Daten der
Probanden wurden pseudonymisiert gespeichert. Die datenhaltende Stelle ist das CRC.
Boehringer Ingelheim bekam nur pseudonymisierte Daten fir die Auswertung. Die

Aufnahmen der Injektionsstellen lassen keine Ruckschliisse auf die Person zu. Die Daten
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werden 10 Jahre im CRC gespeichert, bevor sie geldéscht werden. Die Firma WQS
Management Consulting bzw. CE Medizinprodukte GmbH unter der Leitung von Dipl. Ing.
Werner Wiatrek tbernahm die Zulassung des Autoinjektors als Medizinprodukt und die CE-
Kennzeichenvergabe. Auch hier erfolgten ein Audit und die Freigabe durch Prof. Langguth.

45.4 Ethikkommission

Die Studie wurde der Ethikkommission der Landesérztekammer Rheinland-Pfalz angezeigt
und wurde von dieser genehmigt. Bei dieser Studie wurden die bestehenden Gesetze, Rechte,
Vorschriften und Richtlinien beachtet und eingehalten, z.B. das Datenschutzgesetz,
Berufsordnung der Arzte im Geltungsbereich der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz,
ethische Prinzipien, Menschenwiirde und Menschenrechte, sowie die Deklarationen des
Weltdrztebundes von Helsinki und die Leitlinien zur Guten Klinischen Praxis der
Internationalen Harmonisierungskonferenz (ICH-GCP). Das positive Ethikvotum ist im
Anhang (Abbildung 163) zu finden.

Fiur die Probanden wurde eine Probandenversicherung und eine Wege-Unfall-Versicherung
fiir den Weg zum CRC abgeschlossen (siehe Anhang Abbildung 164 - Abbildung 167)

455 Regulatorik

Die Studie ist als Pilotstudie zur Ermittlung von Grundlagen bei der subkutanen Applikation
einer Placeboformulierung mit einem Autoinjektor an einem kleinen Probandenkollektiv
einzustufen. Demnach wurde sie als klinische Grundlagenforschungsstudie benannt. Es
werden wirkstofffreie Formulierungen verwendet, die in das Unterhautfettgewebe gesunder
Probanden mittels Autoinjektor verabreicht werden. Es soll untersucht werden, welchen
Einfluss Viskositat, Volumen und Injektionsgeschwindigkeit auf das Schmerzempfinden und
die Vertraglichkeit gesunder Probanden haben. Im Sinne des Arzneimittelgesetztes (82 Abs.1
AMG) liegt kein Arzneimittel vor, da nur eine Placebolosung auf Basis von Wasser flr
Injektionszwecke mit viskositatserhohenden Zusatzen (Natriumcarboxymethylcellulose) und
Isotonisierungsmittel (Natriumchlorid) verabreicht wird. Dartiber hinaus fallt die Studie auch
nicht unter das Medizinproduktegesetz (MPG), da weder Wirksamkeit noch Sicherheit des
Autoinjektors evaluiert werden (MPG 88 19 ff). Die Daten werden nicht fur eine
Leistungsbewertungspriifung des Autoinjektors herangezogen. Der Autoinjektor wird nur als
Applikationshilfe benutzt. Die Daten der Studie werden nicht dazu verwendet, eine CE-
Zertifizierung fir den Autoinjektor zu erhalten bzw. diesen zu vermarkten. Der Autoinjektor
selbst ist nicht Gegenstand der Studie. Er wurde ausschlieBlich flr unsere Studie angefertigt.

Da es sich nicht um eine Studie nach AMG bzw. nach MPG handelt, wurde auf Anmeldung

85
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der Studie bei der Bundesoberbehorde (BfArM) verzichtet. Dies erfolgte nach Absprache mit
dem Sponsor Herr Prof. Dr. Peter Langguth und der Leiterin der klinischen Prifung Frau
Prof. Dr. Petra Staubach-Renz, sowie in Anlehnung an den Fragebogen im Annex des
Volume 10 der Ver6ffentlichung der Europaischen Kommission "The rules governing
medicinal products in the European Union: Decision Tree to establish a whether a trial is a
clinical trial“(83).
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5 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse aus den Unterkapiteln des Abschnitts Material und
Methoden (Abschnitt 4) dargestellt.

5.1 Hautmodell Gelatine

Die Durchfiihrung ist dem Abschnitt 4.1 zu entnehmen. 1 ml Spritzen wurden mit einer
Methylenblau-Ldsung beflllt und in den Autoinjektor eingesetzt. Eine farbige Ldsung
wurde aus Kontrastgrinden gewahlt. Die Methylenblau-Ldsung besitzt &hnliche

Viskositatswerte wie echte Proteinlosungen (z.B. Enbrel®). Direkt nach der Injektion wurde

ein Bild vom Injektionsbolus gemacht. Dadurch erhdlt man folgende Abbildungen
(Abbildung 62 - Abbildung 67):

wo T'y

4,1cm

Abbildung 62: Ballistische Gelatine Typ 1, 10 %.

Abbildung 64: Ballistische Gelatine Typ 2, 10 %. Abbildung 65: Ballistische Gelatine Typ 2, 20 %.
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Abbildung 66: Ballistische Gelatine Typ 3, 10 %. Abbildung 67: Ballistische Gelatine Typ 3, 20 %.
Es fallt auf, dass es nicht bei allen Gelatinen zu einem AusstoR der Losung kommt. Wahrend

dies bei Typ 1 Gelatine (Bloom-Werte zwischen 250 - 290 g) sowohl bei dem 10%igen als
auch bei dem 20%igen Gel mdglich ist, ist dies sowohl bei Typ 2 (Bloom-Werte zwischen
270 - 310 g) ballistischer Gelatine der Konzentration 20 % als auch bei Typ 3 Gelatine
(Bloom-Werte zwischen 255 - 265 g) der Konzentration 20 % nicht méglich. Die Gelatine
ist hier zu hoch konzentriert, sodass die Losung (1 ml) keine Mdglichkeit hat, sich in der
Gelatine auszubreiten. Dazu kommt noch, dass der Wirfel an allen Seiten (auf3er oben)
begrenzt ist. Die Gelatine hat also keine Chance, sich in eine Richtung auszubreiten. In
diesem Fall kommt es zwar zum Nadeleinstich, jedoch drlckt sich die austretende

Flussigkeit an der Nadel vorbei und sammelt sich im Needle Shield (siehe Abbildung 68).

Abbildung 68: Injektion in ballistische Gelatine Typ 3, 20 %.
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5.1 Hautmodell Gelatine

Beim Abnehmen des Autoinjektors von der Gelatineoberflache breitet sich die Flissigkeit

auf der Oberflache der Gelatine aus.

Abbildung 69: Injektionsfliissigkeit (Methylenblau-Testlésung) als Uberstand.

Auffallig ist, dass die Breite des Injektionsbolus sowohl im 10%igen Waurfel, als auch im
20%igen Wairfel der Typ 1 Gelatine mit 2,2cm und 1,2cm am grolten ist. Die
Injektionstiefe liegt bei 2,4 cm und 2,2 cm und ist fir die 10%igen Gelatinegele ebenfalls
am groBten. Dies liegt daran, dass Typ 1 Gelatine mit dem niedrigsten Bloom-Wert die
niedrigste Gelfestigkeit besitzt. Die Losung kann sich sowohl in der Breite als auch in der
Tiefe gut ausbreiten. Die 20%ige Gelatine ist in der Injektionstiefe vergleichbar mit der
10%igen Typ 3 Gelatine.

Typ 2 ballistische Gelatine hat mit einem Bloom-Wert von 270-310g die hdchste
Gelfestigkeit und somit auch geringere Werte in der Bolusbreite (1,2 cm) und Injektionstiefe
(1,9 cm) beim 10%igen Wurfel. Eine Injektion in den 20 %igen Wiirfel ist nicht méglich.

Bei Typ 3 der ballistischen Gelatine (Bloom-Wert von 255 - 265 g) erhélt man bei der
10%igen Gelatine eine Bolusbreite von 1,1 cm. Hier ist es ebenfalls nicht mdglich in den

20%igen Waurfel zu injizieren.

Bei allen Injektionen ist eine vollstandige Injektion der Losung (1 ml) unabhéngig vom Typ
der Gelatine nicht moglich. Ein gewisser Rest bleibt in der Spritze zuriick und sammelt sich
beim Abziehen des Autoinjektors auf der Oberflache der Gelatine (vergleiche Abbildung
69).

Um eine vollstdndige Injektion zu erzielen, musste ein grolRerer Gelatinekubus hergestellt

werden und dieser aus der Form geldst werden. Es wurde ein deutlich groRerer 2%iger
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Gelatineblock (600 ml, ballistische Gelatine Typ 1) hergestellt, aus der Form gel6st und
2 ml der Methylenblau-Ldsung mit dem neu entwickelten Autoinjektor injiziert (Abbildung
70). Auffallig ist auch hier ein kleiner Uberstand der Fliissigkeit auf der Gelatineoberflache.
Der Gelatineblock konnte fast die gesamten 2 ml fassen. Eine Injektion von 1 ml wére

problemlos mdglich gewesen.

Abbildung 70: Aus der Form geldster groRer Gelatineblock (2 %) mit injizierter Lésung.

Betrachtet man folgende Abbildung 71, die den Gelatinekubus von jeder Seite zeigen, fallt
auf, dass der Injektionsbolus in der Gelatine eine 2-dimensionale Scheibe ausbildet. Es
kommt zu einer anisotropen Verteilung der Lsung in der Gelatine. Die Gelatine kann dem
Druck nicht standhalten und rei3t in der Ebene der Nadel6ffnung. In dieser Ebene verteilt

sich anschlieRend die Lésung.

Abbildung 71: Aufnahme des Injektionsbolus eines Typ 3 ballistische Gelatine Gels (10 %0).

Zur Bestéatigung dieser Beobachtung wurde ein acetatvernetzendes Silikon (Debratec
Universal Silikon SP) verwendet und mit einer Kartuschenpistole in einen Plastikwirfel
gefillt. Die Injektion in Silikon zeigt eine andere Form des Injektionsbolus. Es fallt auf, dass

sich die Flussigkeit hier einen 3 dimensionalen Weg durch das Silikon bahnt.
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5.1 Hautmodell Gelatine

Abbildung 72: Injektion der L&sung in Silikon.

Es wurde ebenfalls ein Mehrschicht-Gelatinemodell hergestellt, das die unterschiedlichen
Hautschichten simulieren soll. Die Subkutis wurde durch eine 10%ige Typ 3 Gelatine
hergestellt. Nach dem Aushérten der Gelatine wurde fiir die Dermis eine 10%ige Typ 1
Gelatine dartiber gegossen. Fir die Epidermis wurde eine 10%iges Typ 2 Gelatinegel

verwendet.

Epidermis
Dermis

Subcutis

Abbildung 73: Mehrschichtmodell aus verschiedenen Gelatinetypen.

Injiziert wurde in das simulierte Unterhaufettgewebe. Man sieht die Verteilung der Lésung
im simulierten Unterhautfettgewebe. Ein Teil wurde beim Rausziehen der Nadel auch in der

Dermis verteilt. Jedoch konnte auch hier nicht die komplette Lésung injiziert werden.
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Mit einem Programm zur Bewegungsanalyse (SkillSpector, Video4Coach) wurde die
Bewegung der Nadel zu Beginn des Injektionsvorgangs analysiert und ermittelt wie tief und
mit welcher Geschwindigkeit die Nadel in die Gelatineblocke (Blattgelatine, RUF)
eintaucht. Verwendet wurde hierfir ein handelstiblicher Autoinjektor (BD Physioject™) mit

einer Federstarke von 20 N.

Ursprung

Nadelspitze

Abbildung 74: Einstich der Nadel in Blattgelatine.

Dabei wurde mit der Hochgeschwindigkeitskamera ein Video (2000 Bilder pro Sekunde)
erstellt und die Bilder des Einstichs analysiert. Der Ursprung und die Nadelspitze wurden
dabei Bild fir Bild analysiert und markiert. Das Programm ermittelt die Koordinaten fiir
beide Punkte wéhrend des Bewegungsablaufs. Somit lasst sich der Weg der beiden Punkte,
sowie die Zeit, in der sie den Weg zuriick legen, ermitteln. Tabelle 11 zeigt die ermittelten
Werte.

Tabelle 11: Durch das Programm SkillSpector ermittelte Werte.

Spritze [mm] | 6,3520 | 7,5441 | 8,8918 | 10,3482 | 11,9081 | 13,5100 | 14,8339 | 155472 | 15,7067 | 15,4403

Basis [mm] 5,6946 | 5,6338 | 5,6947 | 5,6947 | 59990 | 59992 | 5,8774 | 65475 | 6,8524 | 6,7002

Differenz

[mm] 0,6574 | 1,9103 | 3,1971 | 4,6535 | 59091 | 7,5108 | 8,9565 | 8,9997 | 8,8543 | 8,7401

Durch die Differenz der beiden gréRten Werte aus Tabelle 11 (fett markiert) ergibt sich ein

Weg von ca. 8,85 mm. Die Nadel taucht ca. 9 mm in die Gelatine ein, dabei erreicht die

92




5.1 Hautmodell Gelatine

Nadel eine Geschwindigkeit von ca. 3,2 ? Der Nadeleinstich ist nach ca. 4,4 ms beendet.

Danach  erfolgt der  AusstoR der  Flussigkeit. ~ Zudem  wurde  mittels
Hochgeschwindigkeitskamera festgestellt, dass bei einem Injektionsvorgang zunéchst der
Nadeleinstich erfolgt und die Injektionslosung erst nach Ablauf des Nadeleinstiches

ausgestolRen wird (siehe Abbildung 75).

Abbildung 75: Ablauf eines Injektionsprozesses.

5.1.1 Bloom-Test
Die Durchfihrung des Bloom-Tests ist in Abschnitt 4.1.2 erklart. Bei
Wiederholungsmessungen im selben Labor sollte die relative Standardabweichung unter

1,5 % sein (60). Jede Messung wurde einmal wiederholt.

Tabelle 12: Ergebnisse der Bloom-Wert Messungen verschiedener Gelatinetypen.

Gelatineart Anzahl der Bloom- Mittelwert SR'Ie'f'I[Bi\\//(\e/ (Srﬁ);czri]fikation
Messungen Gramm [g] | [g] (%] Hersteller) [q]
(B;agllgiit;]secr_;_i/p 1 ; ggg?g 262,49 0,88 250 - 290
celatine Typ2 |2 Wee | e | 114 | 210-310
celatine Typ3 |2 R I
Blattgelatine ; ;g?éz 236,44 0,70 30 - 300

Wie man an den Spezifikationen und auch an den ermittelten Bloom-Werten sehen kann,
besitzt die Blattgelatine den kleinsten Bloom-Wert, gefolgt von der ballistischen Gelatine
Typ 2 und der ballistischen Gelatine Typ 3. Die ballistische Gelatine Typ 2 bildet die
festesten Gele aus. Bloom-Werte von Gelatinegelen gleicher Konzentration kdnnen von
Labor zu Labor stark abweichen. Dies ist abhdngig vom Handling bei der Herstellung und
Konditionierung der Bldcke. Die Herstellung muss immer gleich ablaufen (gleiche
Temperatur und Lagerzeit) um reproduzierbare Gele herzustellen. Alle ermittelten Bloom-
Werte entsprechen den Spezifikationen. Ballistische Gelatine Typ 3 hat die engste
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Spezifikation und ist somit am besten reproduzierbar. Sie wird hauptsachlich fur
medizinische Simulationen verwendet. Um eine Relation zwischen der Konzentration und
der Gelfestigkeit zu ermitteln wurden neben einem 6,67%igen Gel auch Gelatinegele der

Konzentrationen 5, 10, 15 und 20 % hergestellt und vermessen.

Folgende Ergebnisse wurden dabei erhalten (siehe Tabelle 13):

Tabelle 13: Ergebnisse Bloom-Wert verschiedener Konzentrationen.

Typ Messungen Konzen- Gewichts- | Bloom- Mittel- [STABW |Rel. STABW
tration [%6] kraft [N] Gramm [g] [wert[g] |[g] [%]

0,

% i Leel 1olzs 9271 14| 08
0,

2 15% 11.27 114882| 161,06 12,23 1,1
0,

% T i Wi I
0,

; ;ﬁ; 3:822 23;% 209,58 1,43 0,7
0,

2 15% 12.85 130089| 132467 14,78 1,1
0,

b oo owa e 1w o
0,

% S i M I
0,

2 15% 12711 1oo56p| 130683 1121 09
0,

; 28(2 18:2(2) 1323% 197350 16,31 0.8

Alle Wiederholungsmessungen liegen mit einer relativen Standardabweichung unter 1,5 %
in der Spezifikation. Die Bloom-Gramm Werte aufgetragen gegen die Konzentration des
Gels zeigt folgendes Diagramm (Abbildung 76):
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2500

2000 /'1

1500 /

// ——Typ 1

1000 —8—=Typ 2
500 "/’

0 ' v — T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Konzentration des Gelatinegels [%6]

Bloom-Gramm [g]

Abbildung 76: Abhangigkeit der Bloom-Werte von der Konzentration.

Zusatzlich zu den Konzentrationen 5, 10, 15 und 20 % wurden auch die Bloom-Werte des
Bloom-Tests (6,67%iges Gel) mit aufgetragen. Die Bloom-Werte steigen mit steigender
Konzentration an Typ 1 hat die niedrigsten Bloom-Werte, darauf folgt Typ 3 und Typ 2 mit
den hochsten Bloom-Werten, wobei Typ 2 und Typ 3, vor allem bei hohen Konzentrationen
(20 %), anndhernd gleiche Werte haben.

5.2 Hautmodell Schweinehaut

Schweinehaut (siehe Abschnitt 4.2) diente zur VVorhersage der richtigen Federstarken fir die
in vivo Studie, da Sie der Injektion einen Widerstand entgegensetzt und somit die Injektion
abbremst. Zu Beginn der Tests wurde mit Methylenblau-Testlésung in Schweinehaut
injiziert. Auffallig dabei war, dass die Injektionsflissigkeit an der Einstichstelle austrat
(Leakage-Phdnomen). Zusétzlich konnte man feststellen, dass die Injektionsflussigkeit
seitlich aufgrund von Hohlradumen im subkutanen Fettgewebe herauslauft (siehe Abbildung
77). Die Flussigkeit sucht sich den Weg des geringsten Widerstandes.
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Abbildung 77: Injektion einer Methylenblau-Testlésung in Schweinehaut.

Fur spatere Versuche zur Bestimmung der richtigen Federstdarke sollte darauf geachtet
werden, dass Schweinehaut-Stiicke mit dicker Fettschicht verwendet werden. Auf der
folgenden Abbildung 78 sieht man, dass die Fettschicht in einem Fall an der Einstichstelle
nur 0,5 cm dick war. Wenn die Nadel 9 mm in die Schweinehaut eintaucht, kommt es zu
einer intramuskuléren Injektion. Dies kann durch das Bilden einer Hautfalte an der

Einstichstelle verhindert werden.

Fettschicht an Intramuskulare
Einstichstelle Verabreichung
nur 0,5cm

Abbildung 78: Injektion von Methylenblau-Testlésung in Schweinehaut.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Die Entscheidung, einen eigenen Autoinjektor zu entwickeln, hatte mehrere Vorteile:
Zeitraubende Vertragsverhandlungen konnten vermieden werden, zudem war kein passender
Autoinjektor auf dem Markt, der wiederverwendbar war und nach unseren Winschen
umgebaut werden konnte. Der eigene Autoinjektor bot uns hohe Flexibilitdt und einen

schnelleren Start in die klinische Studie.

5.3.1 Funktionelle Tests: Dosiergenauigkeit und Robustheit

Dosiergenauigkeit

Die Tests zur Dosiergenauigkeit sind der DIN EN ISO 11608-1 zu entnehmen (67). Der zu
priifende Autoinjektor ist der Kategorie B1 zuzuordnen (Tabelle 14). Es handelt sich um ein
kanilenbasiertes Injektionsgerdt mit erneuerbarem Behélter. Jeder Behdlter halt eine
Einzeldosis bereit, wobei das gesamte zu verabreichende Volumen bei Betdtigung

ausgestoRen wird.

Tabelle 14: Matrix zur Beurteilung der Dosiergenauigkeit.

Matrix fiir die Systembezeichnung
Dosiergenauigkeit A B1 B? c D1 D2

Bendtigte Dosierungen festlegen 731 7.3.2 T.3.2 7.31 7.3.2 7.3.2
Genauigkeitsgrenzen festlegen 7421 7422 7421 7421 7422 7421
Genauigkeitsgrenzen der letzien ] . ! '

’ i Micht Michit Micht Micht
Daosis bastimmen (nur verander- T43 T43
liche Dasierungen) zutreffend | zutreffend 2Zutreffend | zutreffend
Fehler der letzten Dosierung . . :

: Micht Micht Micht Micht
berechnen (nur veranderliche 10.3 =i [ 10.3 rtreffend | zuireffand
Dosierungen)

Wirksamkeit der Dosierung

berechnen Micht 744 Micht Micht 744 Micht
(nur bei Befillung durch Zutreffend o Zutreffend | zutreffend o zutreffend
Benutzer)

Toleranzintervalle berechnen T45 745 T45 T45 7.4.5 T45

Fur die Systembezeichnung B1 gilt, dass das verabreichte Volumen mit dem durch den
Hersteller befillten Volumen gleichzusetzen ist. Fur Behalter, die vom Hersteller befullt
werden, ist die einseitige untere Spezifikationsgrenze fir die abgebbare Mindestdosis aus
der Kennzeichnung des Arzneimittels zu bestimmen. Flr die Berechnung der
Dosiergenauigkeit muss das Gewicht der Spritze im leeren Zustand (m;) ermittelt werden.
Nach dem Fullen des Behalters mit 2 ml Injektionsldsung ist der beflillte Behalter zu wiegen
(m2). Nach der Verabreichung ist das Gewicht des Behalters und jeder Rickstand (ms) zu
messen. Die Wirksamkeit der Dosisabgabe wird folgendermafen berechnet:

Mz —Ms

100 Formel 5 (67)
m; —my
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Fur die Systembezeichnung B1 ist das einseitige statistische Toleranzintervall unter
Verwendung des Mittelwertes x, plus oder minus der Standardabweichung s, multipliziert

mit einem Toleranzgrenzfaktor (k) zu berechnen.

Xtk-s Formel 6 (67)
Dabei ist x das Mittel der Stichprobe; k der Toleranzgrenzfaktor; und s die Standardabweichung der

Stichprobe. Der Toleranzgrenzfaktor ist auf der Grundlage des Vertrauensniveaus (95 %), des

Wahrscheinlichkeitsanteils p und der Anzahl der Messungen, n, zu bestimmen.

Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 15 bis Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 15: Ergebnisse Dosiergenauigkeitsmessungen.

Autoinjektor Behalter leer Behalter gefulit Behalter geleert

(my) [9] (my) [9] (ms) [9]

Runde 1 1 6,3850 8,4008 6,4029
Runde 2 1 6,3796 8,3943 6,3962
Runde 3 1 6,4018 8,4170 6,4167
Runde 4 1 6,3938 8,4095 6,4140
Runde 5 1 6,3970 8,4131 6,4177
Runde 6 1 6,3778 8,3886 6,4002
Runde 7 1 6,3733 8,3904 6,3913
Runde 8 1 6,4450 8,4619 6,4640
Runde 9 1 6,3809 8,4038 6,3984
Runde 10 1 6,4026 8,4193 6,4174
Runde 11 2 6,4091 8,4189 6,4239
Runde 12 2 6,3411 8,3588 6,3561
Runde 13 2 6,4010 8,4175 6,4156
Runde 14 2 6,3900 8,4003 6,4093
Runde 15 2 6,3785 8,3958 6,3965
Runde 16 2 6,4053 8,4245 6,4202
Runde 17 2 6,4251 8,4119 6,4438
Runde 18 2 6,3882 8,4054 6,4048
Runde 19 2 6,4149 8,4326 6,4316
Runde 20 2 6,4503 8,4561 6,4657
Runde 21 2 6,4138 8,4232 6,4318
Runde 22 2 6,3877 8,4048 6,4032
Runde 23 2 6,3886 8,3888 6,4041
Runde 24 2 6,3937 8,4183 6,4098
Runde 25 2 6,3817 8,4045 6,3981
Runde 26 2 6,4152 8,4273 6,4313
Runde 27 2 6,3831 8,3214 6,3991
Runde 28 2 6,3489 8,3440 6,3666
Runde 29 2 6,4214 8,4375 6,4386
Runde 30 2 6,3771 8,3869 6,3953
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Autoinjektor Behalter leer Behalter gefilit Behalter geleert

(my) [g] (my) [9] (ms) [9]
Runde 31 1 6,4298 8,4464 6,4450
Runde 32 1 6,4616 8,4781 6,4762
Runde 33 1 6,4100 8,4284 6,4260
Runde 34 1 6,3909 8,4126 6,4122
Runde 35 1 6,4081 8,4317 6,4254
Runde 36 1 6,4185 8,4381 6,4367
Runde 37 1 6,3990 8,4195 6,4163
Runde 38 1 6,3811 8,4076 6,3975
Runde 39 1 6,4333 8,4634 6,4493
Runde 40 1 6,4118 8,4329 6,4271

Tabelle 16: Berechnungen zur Bewertung der Wirksamkeit der Dosisabgabe.

Einwaage [g] Ruckstand [g] Abgabe [g] W'rkiar?l::'t [%0]
My-m; M3-m; My-M; ﬁ -100
2,0158 0,0179 1,9979 99,11
2,0147 0,0166 1,9981 99,18
2,0152 0,0149 2,0003 99,26
2,0157 0,0202 1,9955 99,00
2,0161 0,0207 1,9954 98,973
2,0108 0,0224 1,9884 98,89
2,0171 0,0180 1,9991 99,11
2,0169 0,0190 1,9979 99,06
2,0229 0,0175 2,0054 99,13
2,0167 0,0148 2,0019 99,27
2,0098 0,0148 1,9950 99,26
2,0177 0,0150 2,0027 99,26
2,0165 0,0146 2,0019 99,28
2,0103 0,0193 1,9910 99,04
2,0173 0,0180 1,9993 99,11
2,0192 0,0149 2,0043 99,26
1,9868 0,0187 1,9681 99,06
2,0172 0,0166 2,0006 99,18
2,0177 0,0167 2,0010 99,17
2,0058 0,0154 1,9904 99,23
2,0094 0,0180 1,9914 99,10
2,0171 0,0155 2,0016 99,23
2,0002 0,0155 1,9847 99,23
2,0246 0,0161 2,0085 99,20
2,0228 0,0164 2,0064 99,19
2,0121 0,0161 1,9960 99,20
1,9383 0,0160 1,9223 99,17
1,9951 0,0177 1,9774 99,11
2,0161 0,0172 1,9989 99,15
2,0098 0,0182 1,9916 99,09
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5 Ergebnisse

Einwaage [g] Ruckstand [g] Abgabe [g] leklszar_n i,(,?'; [%0]
m,-m; ms-m; M,-M; —— 100
m; —my
2,0166 0,0152 2,0014 99,25
2,0165 0,0146 2,0019 99,28
2,0184 0,0160 2,0024 99,21
2,0217 0,0213 2,0004 98,95
2,0236 0,0173 2,0063 99,15
2,0196 0,0182 2,0014 99,10
2,0205 0,0173 2,0032 99,14
2,0265 0,0164 2,0101 99,19
2,0301 0,0160 2,0141 99,21
2,0211 0,0153 2,0058 99,24
Tabelle 17: Berechnete Mittelwerte.
Mittelwerte Standardabweichung
Wirksamkeit [%0] [%0]
Gesamt 99,16 0,09
Aly 99,14 0,11
Al 99,17 0,07

Da es sich laut DIN EN 1SO 11608-1 um einen Autoinjektor der Klassifizierung B1 handelt,
wird ein einseitiger Toleranzgrenzfaktor verwendet. Fur die Tests wurden zwei
Autoinjektoren verwendet und beide 20 Mal ausgeldst. Es wurden beide verwendeten

Autoinjektoren gesondert betrachtet, somit liegt zwei Mal eine Priifmenge von n = 20 vor.

Es wird eine Wahrscheinlichkeit y von 95 % gefordert. Als Intervall p werden 97,5 %
angenommen. Aus der Tabelle 50 im Anhang ergibt sich mit n =20 somit der

Toleranzgrenzfaktor k = 2,810. Die Anwendung von Formel 6 ergibt:

m=x=+2810=%s

Bei Aly: Mymin = X1 — 2,810 * s = 99,14 % — 2,810 * 0,11 % = 98,83 %

Mimax = %1 + 2,810 * s = 99,14 % + 2,810 = 0,11 % = 99,45 %

Bei Al Momin = X5 — 2,810 x s = 99,17 % — 2,810 * 0,07 % = 98,97 %
Momax = %2 + 2,810 x s = 99,17 % + 2,810 0,07 % = 99,37 %

Somit liegt mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit bei mindestens 97,5 % aller Dosen eine
Dosiswirksamkeit von >98,83 % vor. Zwecks Vollstandigkeit werden zusétzlich die

Messergebnisse  beider  Autoinjektoren  zusammengefasst, wodurch sich  eine

100



5.3 Entwicklung des Autoinjektors

StichprobengréRe von n = 40 ergibt. Hierfiir gilt bei gleichen Bedingungen (y= 95 % und

p = 97,5 %) ein einseitiger Toleranzgrenzfaktor k von 2,501.

Bei Algess  Myes—min = Mges — 2,501 ¥ 5 = 99,16 % — 2,501 * 0,09 % = 98,93 %
Myes—max = Mges + 2,501 * 5 = 99,16 % + 2,501 * 0,09 % = 99,39 %

Insgesamt liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % in mindestens 97,5 % der Dosen eine
Dosiergenauigkeit von mindestens 98,8 % vor. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
getesteten Autoinjektoren fallen mit 0,14 % gering aus und liegen im Bereich der zu

erwartenden Messschwankungen.

Robustheit

Zur Messung der Robustheit des Autoinjektors erfolgte eine Freifallprifung laut DIN EN
ISO 11608-1 von zylinderformigen Geréten in vertikaler und horizontaler Richtung. Der Fall
erfolgte aus einer Hohe von einem Meter einmal in der Horizontalebene und zweimal in der
Vertikalebene, wobei das System zwischen den beiden vertikalen Fallprifungen um 180
Grad gedreht wurde. Der Fall erfolgte auf eine Prufoberflache, die aus einem glatten, harten,
starren 3 mm dicken Stahlblech mit darunter liegender Holzplatte mit mehr als 10 mm Dicke
besteht. Sollte der Autoinjektor oder die Glasspritze so beschédigt werden, dass sie mehr als
drei Mal ausgetauscht werde miuissen, gilt die Prifung als nicht bestanden.
Die Fallversuche wurden von einer Hochgeschwindigkeitskamera aufgenommen, um den
Aufprall zu dokumentieren. Zusatzlich wurden das Aussehen der Bestandteile, an denen sich
Verénderungen erkennen lie3en, sowie die eingelegte Spritze fotografisch festgehalten.
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5 Ergebnisse

Tabelle 18: Beobachtete Ereignisse nach dem Test auf Robustheit.

Ereignis Beobachtung Entspricht
Leichte Delle an
Horizontal Federtopf, sonst keine v

Beschadigungen

Teil des Verschlusses
(Plastik) abgebrochen,

Aulerliche .
v
Auffalligkeiten am Vertikal (Federtopf oben) muss ausge_wechsglt
- werden, keine weiteren
Injektor
Dellen

Verschluss einwandfrei,
durch Erschitterung

Vertikal um 180° gedreht lei ! v

eichtes Losen von

Injektorgehduse

Gesamtergebnis v
Horizontal Einwandfrei v
Zustand der Spritze | Vertikal (Federtopf oben) Einwandfrei v
Vertikal (um 180° gedreht) | Einwandfrei v
Gesamtergebnis v

Bis auf eine kleine Delle am Federtopf wurden keine Méngel am Autoinjektor festgestellt.
Der Verschluss (Plastik) ist durch den Aufprall zerbrochen, kann aber einfach ersetzt
werden. Die Spritze ist in einwandfreiem Zustand und liegt im Inneren des Autoinjektors gut
geschiitzt vor. Der Autoinjektor wurde nach dem freien Fall ebenfalls auf

Funktionstiichtigkeit getestet.

Tabelle 19: Prufung der Funktionstuchtigkeit nach dem freien Fall.

Ereignis Beobachtung Entspricht
Abgegebene Hori_zontal 2,0049 g v
Masse Vert!kal (Federtopf oben) 1,9955 g v
Vertikal um 180° gedreht 1,9950 g v
Gesamtergebnis v
Horizontal 8,39s v
Abgabedauer Vertikal (Federtopf oben) 8,10s v
Vertikal um 180° gedreht 9,09s v
Gesamtergebnis v

Alle Abgaben wurden mit einer 20 N Feder durchgefihrt, d.h. die maximale Kraft der
gespanten Antriebseinheit betrug 20 N. Die Funktion des Autoinjektors bleibt auch nach
allen drei Tests erhalten. Das Aluminiumgehduse ist sehr robust. Sollte der Autoinjektor
wahrend der klinischen Studie auf den Boden fallen, kénnte er zwar wiederverwendet
werden. Dennoch wird in der Klinik im Falle dessen, ein neuer unbeschadigter Autoinjektor

verwendet.

Bei den Tests ist aufgefallen, dass der Autoinjektor bei Erschitterungen spontan auslésen
kann. Deshalb wurde eine Sicherung eingebaut, die den Ausldseknopf sperrt und ein

Auslosen erst nach Abnehmen der Sicherung maéglich macht.

102




5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Unabhangig von den Tests der Norm wurde die Robustheit des Autoinjektors auch durch das
Einsetzen verschieden starker Federn und verschiedener Lésungen getestet. Tabelle 20 zeigt
die Ergebnisse. Der Autoinjektor kann bis zu einer Federstarke von 90 N sowohl
Newton‘sche als auch Nicht-Newton‘sche Flussigkeiten der Volumina 1 und 2 ml und der
Viskositaten 1 und 40 cP verabreichen. Ab einer Federstarke > 90 N ist die einwandfreie

Beschaffenheit der Glasspritze nicht mehr gewéhrleistet.

Tabelle 20: Funktionstuichtigkeit des Autoinjektors bei verschiedenen Federstarken und Viskositaten.

Federstéarke [N] | Volumen [ml] Typ Viskositat [cP] | Injektionszeit [s] dlﬁiﬂﬁ!ggs—er
90 1 Newton 1 0,85 271G
90 2 Nicht-Newton 40 1,35 271G
60 1 Newton 1 1,24 271G
25 1 Newton 8 4,96 27G
10 2 Nicht-Newton 8 10,43 27 G
5 2 Nicht-Newton 8 27,95 27G

5.3.2 Federkraftmessung

Die Federstarke kann in erster Naherung handisch ermittelt werden. Durch Driicken der
Schubstange des Federkolbens auf eine Waage konnte die maximale und minimale
Federstarke ungefahr ermittelt werden. Die Federn wurden nummeriert, um sie
unterscheiden zu konnen. Zur genauen Charakterisierung der Federn wurden diese in eine
Universalprifmaschine gespannt und deren maximale und minimale Federkrafte vermessen.
Die Verfahrensweise wird in Abschnitt 4.3.4 erklart. In Tabelle 21 sind die Ergebnisse,
sowie die Durchschnittswerte der Federkraftmessungen pro Relaxationsgeschwindigkeit und

pro Autoinjektor aufgelistet.
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5 Ergebnisse

Tabelle 21: Ergebnisse der Federkraftmessungen.

Autoinjektor

Geschwindigkeit
[mm/min]

Max. gemessene

Durchschnitt

Gesamtdurchschnitt

Kraft [N] [N] [N]

50

13,380
13,706
13,702

13,596 13,60

50

21,439
21,627
21,598

21,555

500

22,097
22,080
21,788

21,988 21,72

1000

21,999
21,466
21,385

21,617

50

25,752
25,276
25,114

25,381

500

25,912
26,011
25,619

25,847 25,52

1000

25,286
25,224
25,445

25,318

Bei den Geschwindigkeiten von 500 mm/min und 1000 mm/min war die Relaxation der

Feder bei Autoinjektor 1 langsamer als das Zuriickfahren des kraftaufnehmenden Stempels.

Fur die Auswertung wurden hier nur die Werte fur die Geschwindigkeit 50 mm/min
verwendet (siehe Abbildung 79).

Kraft [N]

Autoinjektor 1: Federkraftmessung
50 mm/min

16
14
12 —— /’\‘_
10 — —
8 _/AVA/ , ”/.:/ Messung 1
Z i p— o e Messung 2
2 —;}’J:‘/k'( Messung 3
O T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60

Dehnung [mm]

Abbildung 79: Federkraftmessung bei Autoinjektor 1 mit 50 mm/min.

Der Gesamtdurchschnitt in Newton entspricht der Federkraft der Feder innerhalb des

Autoinjektors.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Die hier dargestellten Federn sind die Endfedern, die schlieflich auch in der Studie
verwendet wurden. Wie es zu dieser Auswahl kam, wird in Abschnitt 5.3.3 beschrieben. Die
Autoinjektoren werden in Zukunft mit der Bezeichnung Autoinjektor 1, 2 und 3 benannt.

Autoinjektor 1 besitzt die geringste Federstarke mit 13,6 N, gefolgt von Autoinjektor 2 mit
einer durchschnittlichen Federstarke von 21,72 N. Autoinjektor 3 beinhaltet die starkste
Feder mit 2552 N. Abbildung 80 bis Abbildung 82 zeigen den Prozess der
Federkraftmessung beispielhaft von Autoinjektor 2 bei 50, 500 und 1000 mm/min. Dabei ist
auf der y-Achse die Kraft in Newton und auf der x-Achse die Dehnung der Feder in mm
angegeben. Der aufsteigende Teil der Kurve beschreibt die Stauchung der Feder und der
untere Teil die Relaxation. Dazwischen ist bei allen Geschwindigkeiten eine Hystereseflache
zu sehen, die mit steigender Geschwindigkeit der Entstauchungsmessung grofer wird.
AuRerdem lasst sich bei allen Diagrammen ein Anfangspeak mit grofRer Kraft und 0 mm
Dehnung feststellen. Anhand der Diagramme wird deutlich, dass es eine Anfangskraft
bendtigt, um die Stauchung zu beginnen.

Autoinjektor 2: Federkraftmessung
50 mm/min

20 /4}7
=" y
. / v

15 =
_ = Messung 1
10
) / e Messung 2
T ’ Messung 3
//

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Dehnung [mm]

Kraft [N]

Abbildung 80: Federkraftmessung bei Autoinjektor 2 mit 50 mm/min.
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Autoinjektor 2: Federkraftmessung
500 mm/min

25

: ——

z 15 >
& P e \essung 1
©
L 10
X i / e Messung 2
5T Messung 3
O / T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Dehnung [mm]

Abbildung 81: Federkraftmessung bei Autoinjektor 2 mit 500 mm/min.
Autoinjektor 2: Federkraftmessung
1000 mm/min

25

" /4_
— 15 T = /
2 = / = Messung 1
k= 10 -
o > / e Vessung 2
~ 5 1~ g

/ Messung 3
O T T T T T 1
< (L 10 20 30 40 50 60

Dehnung [mm]

Abbildung 82: Federkraftmessung bei Autoinjektor 2 mit 1000 mm/min.

Abbildung 83 - Abbildung 85 zeigen die Ergebnisse fiir Autoinjektor 3.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Autoinjektor 3: Federkraftmessung

50 mm/min
30
25
g 20
..-;-E' 15 -+ Messung 1
3 10 / Messung 2
5 7 e Messung 3
O T T 1
0 20 40 60
Dehnung [mm]
Abbildung 83: Federkraftmessung bei Autoinjektor 3 mit 50 mm/min.
Autoinjektor 3: Federkraftmessung
500 mm/min
30
25 /
= 20 / |
‘.g 15 Messung 1
2 10 + e [Vessung 2
5 e Messung 3
0 T T 1
0 20 40 60
Dehnung [mm]
Abbildung 84: Federkraftmessung bei Autoinjektor 3 mit 500 mm/min.
Autoinjektor 3: Federkraftmessung
1000 mm/min
30
25
20
£ 15 / Messung 1
g 10 = \Messung 2
; / ——Messing 3
0 T T T T T T 1
5 ) 10 20 30 40 50 60

Dehnung [mm]

Abbildung 85: Federkraftmessung bei Autoinjektor 3 mit 1000 mm/min.
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Man erkennt, dass die Hysterese mit steigender Hochfahrgeschwindigkeit gréer wird. Sie
ist bei der schwachsten Feder (Autoinjektor 1) am grofiten. Bei Autoinjektor 1 kann man nur
Messungen bei niedrigen Hochfahrgeschwindigkeiten durchfihren, da hier eine sehr
schwache Feder, sowie eine Doppeldichtung verbaut ist, die stark gefettet wurde. Die GroRe
der Federkraft ist nicht grundsatzlich auf die Injektionsgeschwindigkeit Gbertragbar, da die

Reibung innerhalb des Autoinjektors diese noch stark beeinflusst.

5.3.3 Zeitmessung

Um die Methode der Luftflussmessung zu verifizieren, wurde der Autoinjektor zehn Mal
ausgelost und die Abgabedauer durch Aufnahme des Vorgangs mittels
Hochgeschwindigkeitskamera und (ber eine Luftstrommessung verglichen. Die Injektionen
erfolgten alle in Luft, d.h. ohne Widerstand. Folgende Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse:

Tabelle 22: Vergleich der Abgabedauern Hochgeschwindigkeitskamera und Luftflussmessgerat.

Messun Zeit Zeit Luft- | Differenz Ergebnis
9 | Kamera[s] | druck[s] | absolut [s] g
1 8,160 8,00 0160 | Luftdruck
gibt zu geringe Zeiten an
2 9,375 9.24 0,135 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
3 9,795 9,37 0,425 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
4 7,845 7.66 0185 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
5 9,390 9,02 0370 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
6 9,645 9.39 0,255 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
7 10,050 9,73 0,320 LU:ftdrUCk glbt ZU geringe
Zeiten an
8 9,795 9.43 0,365 Luftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
9 11,880 11,47 0,410 LU:ftdrUCk glbt ZU geringe
Zeiten an
10 10,260 9,57 0,690 Lu_ftdruck gibt zu geringe
Zeiten an
Mittelwert 0,332

Die Messungen zeigen, dass der von der Kamera gemessene Wert immer etwas hoher ist als
der Uber den Luftfluss gemessene Wert. Somit liegt das Ergebnis der Luftflussmessung
durchschnittlich 0,332 Sekunden unter dem Ergebnis der Kamera. Da in der Klinik der
Injektionsprozess nicht filmbar ist, ist die einzig praktikable Lésung die Messung der
Injektionszeit Uber die Luftflussanderung zu ermitteln. Auch die weiteren Zeitmessungen

wurden mit der Luftflussmess-Methode durchgefunhrt.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Um die vorgegebenen Injektionszeiten von 10, 15 und 20 Sekunden zu erreichen, wurden
verschiedene Antriebseinheiten gebaut (siehe Abschnitt 4.3) und in Luft und in

Schweinehaut getestet.

Injektion in Luft

Zunachst wurden verschiedene Federn mit der Antriebseinheit mit Teflonscheibe getestet
(siene Abbildung 30). Als Formulierung wurde hier die Endformulierung (0,47%ige
NaCMC, 0,9%ige NaCl-Losung) verwendet. Die minimalen und maximalen Federstarken

wurden zur groben Einteilung handisch auf einer Waage ermittelt.

Tabelle 23: Antrieb mit Teflonscheibe: Injektionszeiten in Luft.

Federstarke | Federstarke | Injektionszeit in

Min [N] Max [N] Luft [s]
5 11 8,35
10 15 7,25
8 18 6,05
4 20 5,40
8 20 5,35
7 17 5,30
7 22 4,70
10 20 4,65
7 21 4,65
9 22 3,90

Es fallt auf, dass die Injektionszeiten mit steigender Federstarke abnehmen. Die
Injektionszeiten kommen jedoch nicht an die gewilnschten 10 Sekunden heran. Da die
Ergebnisse aus der Injektion in Luft keine Hinweise fur eine Auswahl der richtigen Federn

bot, musste die Injektion in Schweinehaut getestet werden.

Injektion in Schweinehaut

Fur die Injektion in Schweinehaut wurden andere Antriebseinheiten gebaut, die eine grof3ere
Reibung erzeugen und den Injektionsprozess starker abbremsen (siehe Abschnitt 4.3). Die in
Tabelle 24 dargestellten Werte wurden mit einer Antriebseinheit mit Doppeldichtungsring
(stark gefettet), wie in Abbildung 31 dargestellt, ermittelt. Diese Federn wurden mehrfach in
verschiedenen Schweinehautstiicken getestet. Da die Temperatur einen Einfluss auf die
Injektionszeit hat, lieB man das gekihlte Fleisch zunéchst einige Zeit an Raumtemperatur

liegen bevor man injizierte.
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Tabelle 24: Zeitmessung in Schweinehaut.

Autoinjektor-/ Federstarke Federstarke | Zeit[s] in

Federbezeichnung | Min [N] Max [N] Schwein [18°C]
1 10 15 23,70
1 10 15 21,45
1 10 15 23,35
2 4 20 14,10
2 4 20 14,15
2 4 20 15,30
3 7 25 12,35
3 7 25 7,40
3 7 25 6,85

Tabelle 24 zeigt nur einen Ausschnitt zahlreicher Messungen. Die genauen Werte von 10, 15
und 20 Sekunden wurden nicht exakt erreicht. Jedoch konnten die Federstarken fir die
Klinik ausgewéhlt werden, die am ehesten und reproduzierbar die oben genannten Zeiten
lieferten. Dies waren Autoinjektor 1 fur den 20 Sekunden Wert, Autoinjektor 2 fur den 15
Sekunden Wert und Autoinjektor 3 fur den 10 Sekunden Wert (siehe Tabelle 24).

Die sehr lange Injektionszeit von 20 Sekunden war schwierig zu erreichen. Der Federkolben
musste durch Fett und Dichtungsringe so stark gebremst werden, dass die Injektionszeit von
20 Sekunden erreicht wird. Dennoch musste die Losung vollkommen ausgestol3en werden.
Oft blieb der Federkolben durch das starke Bremsen stehen und die Losung konnte nicht
komplett ausgestof’en werden. Fir die langen Injektionszeiten wurde Feder Nummer 1
ausgewahlt. Abbildung 86 zeigt beispielhaft die Messung des Luftflusses wahrend der

Injektion in Schweinehaut mit Feder Nummer 1.

Autoinjektor 1 in Schweinehaut
0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10

0,08

Standard L/min

0,06
0,04

0,02

0,00 ) —
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
Zeit [ms]

Abbildung 86: Zeitmessung mit Autoinjektor 1 in Schweinehaut.
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Der Peak zu Beginn der Messung ist zu vernachldssigen, da dieser den Weg des
Federkolbens bis zum Erreichen des Gummistopfens wiederspiegelt. Am Ende der Injektion
sieht man, wie immer wieder ein Teil der Losung ausgestof’en wird, dann wieder kein
Luftfluss mehr zu messen ist und anschlieend wieder etwas ausgestolRen wird. Teilweise
erreicht das Luftstrommessgerat bei solch niedrigen Luftflissen seine Grenzen. Der Kolben
hat aber durch das starke Bremsen zum Schluss auch keine Geschwindigkeit mehr. Die
Reibung Uberwiegt. Die Flissigkeit wird somit nur noch stofRweise ausgestoflen. Die
Beispieldiagramme der anderen Autoinjektoren sind im Anhang dargestellt (siehe
Abbildung 168 - Abbildung 169).

Die drei finalen Autoinjektoren wurden nochmal jeweils 10 Mal in Luft und 10 Mal in
Schweinehaut getestet und die mittleren Injektionszeiten, sowie die Standardabweichung

ermittelt.

Mehrfachmessungen in Luft

Autoinjektor 1 erzielte die langsten Injektionszeiten von durchschnittlich 12,37 s. Die
maximale Dauer lag bei 13,6 s und die minimale bei 11,6 s. Bei der vierten Injektion konnte
beobachtet werden, dass die Flussigkeit schon ohne Ausldsen des Injektors heraustropfte.
Diese Messung wurde nicht bertcksichtigt.

Tabelle 25: Injektionen in Luft mit Autoinjektor 1.

Autoinjektor 1 Zeit [s]
11,60
12,00
13,10

0,30 | Nicht berlicksichtigt
13,20
11,90
12,60
11,70
13,60
11,60
Mittelwert 12,37
Standardabweichung 0,70

Abbildung 87 zeigt alle 10 Injektionen in Luft von Autoinjektor 1. Man kann sehen, dass
diese lbereinander liegen und lediglich zum Ende der Injektion einige Unterschiede zeigen.
Autoinjektor 1 besitzt eine schwache Feder (siehe Abschnitt 5.3.2) und wurde stark gefettet
um die langsamen Injektionszeiten zu erzielen. Demnach ist wahrend der Injektion teilweise

die Haftreibung groRer als die Kraft, die den Kolben nach vorne driickt.
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Standard L/min

2,00E-01
1,80E-01
1,60E-01
1,40E-01
1,20E-01
1,00E-01
8,00E-02
6,00E-02
4,00E-02
2,00E-02

0,00E+00

5000 10000
Zeit [ms]

Autoinjektor 1 in Luft

Abbildung 87: 10 Injektionen in Luft mit Autoinjektor 1.

20000

Bei Autoinjektor 2 dauerte die Injektion im Durchschnitt kiirzer (7,59 s) als bei Autoinjektor

1, da Autoinjektor 2 auch eine groRere Federkraft besitzt (21,72 N).

Tabelle 26: Injektionen in Luft mit Autoinjektor 2.

Autoinjektor 2 Zeit [s]

6,35

6,95

7,65

6,80

7,70

8,30

9,25

8,45

7,35

7,10

Mittelwert

7,59

Standardabweichung

0,83

Erstellt man ein Diagramm mit allen Messungen (siehe Abbildung 88), so ist festzustellen,

dass die Graphen fast alle Gbereinander liegen. An der hoheren Standardabweichung ist zu

erkennen, dass es hier vor allem am Ende der Injektion Unterschiede gibt. Dies kénnte an

der schwécheren Feder liegen, die gegen Ende hin unterschiedlich stark gebremst wird,

abhangig davon wie das Fett verteilt wird.
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Abbildung 88: 10 Injektionen in Luft mit Autoinjektor 2.

13000

15000

Die Injektionszeit von Autoinjektor 3 betrug in Luft durchschnittlich 5,63s. Die

Standardabweichung ist sehr gering.

Tabelle 27: Injektionen in Luft mit Autoinjektor 3.

Autoinjektor 3

Zeit [s]

4,95

5,55

5,25

6,10

5,95

5,80

5,65

5,85

5,35

5,80

Mittelwert

5,63

Standardabweichung

0,33

Abbildung 89 zeigt alle 9 Graphen. Eine Messung wurde nicht gespeichert, deshalb sind nur

9 Graphen aufgefuhrt.
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Autoinjektor 3 in Luft
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Abbildung 89: 10 Injektionen in Luft mit Autoinjektor 3.

Auffallig ist, dass alle Graphen (bereinander liegen. Die starke Feder (25,52 N) in
Autoinjektor 3 Ubertrifft jede Haftreibung. Die Reproduzierbarkeit des Ausldse- und
AusstoBvorgangs ist damit gegeben.

Tabelle 28 zeigt zusammenfassend die durchschnittlichen Injektionszeiten der verschiedenen
Autoinjektoren. Wie zu erwarten weist Injektor 3, gemaB der Ergebnisse der
Federkraftmessung (siehe Abschnitt 5.3.2), mit der stirksten Feder die Kkirzeste
durchschnittliche Injektionszeit von 5,63 s auf, wahrend Autoinjektor 2, mit der mittleren
Federstarke eine Injektionszeit von 7,59 s zeigt und Injektor 1 mit der schwachsten Feder

eine Injektionszeit von nur 12,37 s erreicht.

Tabelle 28: Ubersicht der Injektionszeiten von Autoinjektor 1, 2 und 3 in Luft.

Autoinjektor 1 2 3
Mittelwert der Injektionszeiten [s] 12,37 7,59 5,63
Standardabweichung [s] 0,70 0,83 0,33

Mehrfachmessung in Schweinehaut

Autoinjektor 1 wies eine mittlere Injektionsdauer von 21,11 s auf. Die Injektionszeiten
verteilten sich Uber einen Bereich von 13,4 bis 29,4 s. Bei zwei Injektionen konnten keine
Injektionszeiten bestimmt werden, da die Nadel verstopfte und die Flissigkeit erst beim
Herausziehen der Nadel aus dem Injektor austreten konnte.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Tabelle 29: Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 1.

Autoinjektor 1 Zeit [s] | Sonstiges
18,70
18,10
25,20
18,50
29,40
- | Nadel verstopft
Nadel verstopft

22,40
23,20
13,40
Mittelwert 21,11
Standardabweichung 4,65

Die Standardabweichung ist sehr groR, was auf eine grof3e Varianz in den Injektionsstellen
zuruckzufihren ist. Dies ist auch in Abbildung 90 zu erkennen.

Autoinjektor 1 in Schweinehaut
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Abbildung 90: 10 Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 1.

Die mittlere Injektionszeit bei Autoinjektor 2 betrug 16,88 s. Hierbei lieRen sich in
Abhéngigkeit vom Ort der Injektion ebenfalls starke Schwankungen der Injektionsdauer
verzeichnen. Bei einer Injektion ist die Nadel auf einen Widerstand gestoRRen, sodass die
Injektionsflissigkeit nicht ausgestoflen wurde und erst beim Herausziehen des Injektors
hinausfloss. Entsprechende Injektion dauerte deshalb 26s, da hier eventuell in

intramuskulére Bereiche gestochen wurde. Die geringste Injektionsdauer war 8,3 s, hierbei
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5 Ergebnisse

war ein Hohlraum die Ursache. Im Allgemeinen war jedoch aufféllig, dass bei der Mehrzahl
der Injektionen Injektionsflissigkeit an der Injektionsstelle selbst und auch seitlich an
verschiedenen Stellen zwischen Muskel- und Fettgewebe austrat An den Randbereichen mit
dicken Fettschichten fielen die Injektionszeiten zudem Kkirzer aus, wie anhand der

Injektionen 1 - 4 zu erkennen.

Tabelle 30: Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 2.

Autoinjektor 2 Zeit [s] | Sonstiges

2330 Injekt_ion am R_and_mit dpnr_1er F_ettschicht,
’ Austritt von Injektionsflussigkeit

Injektion am Rand mit dinner Fettschicht,

Austritt von Injektionsflussigkeit

Injektion am Rand mit dunner Fettschicht,

Austritt von Injektionsflissigkeit

12,50 | Injektion am Rand mit dlinner Fettschicht
19,70 | Austritt von Injektionsflissigkeit
10,70
14,30
26,00 | Viel in der Spritze zuriickgeblieben
20,90
8,30 | evtl. Hohlraum
Mittelwert 16,88
Standardabweichung 5,46

14,10

19,00

Autoinjektor 2 in Schweinehaut
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Abbildung 91: 10 Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 2.

116



5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Auch bei diesen Messungen ist eine starke Varianz zu erkennen. Die Werte liegen alle
zwischen 8 und 23 Sekunden. Zusammen mit den Ergebnissen aus Tabelle 24 entschied man
sich jedoch dafir, den Autoinjektor 2 fir die mittlere Injektionszeit von 15 Sekunden zu

verwenden.

Die Injektion in Schwein ergab mit Autoinjektor 3 eine mittlere Injektionszeit von 13,7 s.
Auffallig ist, dass die Spannweite der Zeitmessungen sehr gro war und die Werte sehr stark
streuten (Standardabweichung 7,48 [s]). Dies hédngt maRgeblich von der lokalen
Beschaffenheit der Injektionsstelle ab. Wurde in Bereiche mit diinner Fettschicht injiziert, so
dauerte die Injektion ldnger (Zeiten im 20 s Bereich), da hier eventuell die muskuldre
Schicht getroffen wurde. Die Injektionszeiten in Bereichen mit dickeren Fettschichten

hingegen lagen unterhalb des 20 s Bereichs.

Tabelle 31: Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 3.

Autoinjektor 3 Zeit [s] | Sonstiges

7,15 | Dicke Fettschicht
5,70 | Dicke Fettschicht
7,20 | Dicke Fettschicht
7,70 | Dicke Fettschicht

Seitlich trat Injektionsflissigkeit aus, Nadel
22,50

verbogen
Austritt von Injektionsflussigkeit bei
25,10 | Injektion in einen Bereich mit diinner
Fettschicht

24,90 | Injektion in eine diinne Fettschicht
10,60 | Injektion in eine diinne Fettschicht

9,10 | Injektion in eine diinne Fettschicht
17,00 | Injektion in eine dlinne Fettschicht
Mittelwert 13,70
Standardabweichung 7,48

In Abbildung 92 sind die unterschiedlichen Injektionen tibereinander dargestellt.
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5 Ergebnisse

Autoinjektor 3 in Schweinehaut
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Abbildung 92: 10 Injektionen in Schweinehaut mit Autoinjektor 3.
Ausgenommen der 20 Sekunden Zeiten lagen alle Zeiten zwischen ca. 5 - 10 s, vor allem
wenn man in Stellen mit dicker Fettschicht injiziert. Da es auch in der menschlichen Haut
Unterschiede in der Dicke und Beschaffenheit der subkutanen Fettschicht in Abhéngigkeit
vom Injektionsort geben kann, kann die Injektionszeit nie genau vorhergesagt werden.
Autoinjektor 7 wurde fr den 10 Sekunden Wert beibehalten.

Vergleich

Vergleicht man die Injektionsdauer der drei Injektoren zeigt sich zusammenfassend die
gleiche Tendenz wie auch bei der Injektion in Luft (siehe Tabelle 32). Injektor 3 liefert mit
13,7 s die schnellsten Injektionszeiten, gefolgt von Injektor 2 mit 16,88 s und Injektor 1 mit
21,11 s. Die Injektion in Luft und in Schweinehaut zeigt, dass die Injektionszeiten in
Schweinehaut wesentlich langer waren. So haben sich alle drei Durchschnittswerte fast
verdoppelt. Dies liegt daran, dass der Injektion ein Widerstand durch die Schweinehaut

entgegengesetzt wird, der die Injektion verlangsamt.
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5.3 Entwicklung des Autoinjektors

Tabelle 32: Ubersicht tber die Injektionszeiten von Autoinjektor 1, 2 und 3 in Luft und in Schweinehaut.

Autoinjektor 1 2 3
Mittelwert der Injektionszeiten in

Scl‘tltl(?lei:e:lglft [s]Je onszelie 21,11 16,88 13,7
Standardabweichung [s] 4,65 5,46 7,48
Mittelwert der Injektionszeiten in Luft [s] 12,37 7,59 5,63
Standardabweichung [s] 0,70 0,83 0,33

Zusammenfassend konnte anhand der Messungen gezeigt werden, dass die Injektionszeit der
Autoinjektoren mit steigender Federkraft abnimmt. Die genauen Federstarken wurden dabei
der Federkraftmessung entnommen (siehe Abschnitt 5.3.2). So hat Injektor 3 mit einer
mittleren Federstarke von 25,52 N die schnellsten Injektionszeiten, Injektor 2 mit einer
Federstarke von 21,72 N mittlere und Injektor 1 die langsamsten mit einer Federstarke von
13,6 N. Weiterhin wird deutlich, dass die Injektion in Schweinehaut im Vergleich zur
Injektion in Luft ca. doppelt so lange dauerte und hierbei grof3e zeitliche Schwankungen der
Injektionszeiten innerhalb der Messungen mit einem Autoinjektortyp verzeichnet werden
konnten. Die Injektionszeit hangt demnach deutlich von der Einstichstelle, das heif3t der
Dicke der Haut, der Dicke der Fettschicht und von Hohlrdumen ab. So konnten bei
Autoinjektor 3 langere Injektionszeiten in Bereichen mit dunner Fettschicht verzeichnet
werden, was damit zusammenhéngt, dass die Injektion in das Muskelgewebe erfolgt ist.
Wenn genug Fettgewebe vorhanden war, wurde an der Injektionsstelle eine Falte gebildet
um sicher zu stellen, dass auch subkutan appliziert wird. Kirzere Zeiten wurden dort
verzeichnet, wo scheinbar kein Widerstand war, also Hohlrdume vorlagen. Weiterhin héngt
die Injektionszeit von der Temperatur des Schweinehautstiickes ab. Ein Austritt der
Injektionsflissigkeit (Leakage) an der Injektionsstelle konnte oft beobachtet werden.
Auffallig war auBerdem, dass der Austritt der Injektionsfllissigkeit meistens zwischen Fett
und Muskelgewebe erfolgte. Das Needle Shield des Autoinjektors hinterlasst einen Abdruck

auf der Haut.

Leakage

Abdruck des
Autoinjektors

Abbildung 93: Schweinehaut nach der Injektion.
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5 Ergebnisse

Die Injektion in Schweinehaut ist nicht 100 Prozent vergleichbar zur menschlichen Haut, da
es sich nicht um ein abgeschlossenes System handelt. Das Schweinehautmodell eignet sich
aber gut zur Vorhersage von Injektionszeiten und zur Ermittlung der richtigen Federstéarken.

Die Federkraftmessung (siehe Abschnitt 5.3.2) ergab ebenfalls, dass Autoinjektor 3 mit den
klrzesten Injektionszeiten die starkste Federkraft aufweist, gefolgt von den Autoinjektoren 2

und Autoinjektor 1.

5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung
Der folgende Abschnitt zeigt die im Non-GMP-Labor von Boehringer Ingelheim ermittelten

Ergebnisse.

5.4.1 Viskositatsmessungen

Um die in Abschnitt 4.4.2 beschriebene Methode zu verifizieren, wurde die nominale
Viskositat der von Caelo bezogenen Natriumcarboxymethylcellulose bestimmt. Diese liegt
laut Etikett bei 600 mPa-s. Laut Arzneibuch muss der ermittelte Wert im Bereich von 75 und
140 % des Wertes auf dem Etikett liegen, d.h. zwischen 450 und 840 mPa-s (9). Bei der
Durchfuhrung der Prifung auf ,,Apparent viscosity* (Ph. Eur. 9.3/0472) erhalt man eine
Viskositat von 541,0 mPa-s bei 10 s™. Die folgende Abbildung 94 zeigt das Rheogramm,
aufgenommen in einem Scherratenbereich von 1-100s™. Auf den y-Achsen sind die
Viskositat [Pas] und die Schubspannung [Pa] aufgetragen, wéhrend die Xx-Achse die
Scherrate [s™] darstellt. Die rote Kurve stellt also die Schubspannung in Abhéngigkeit von
der Scherrate dar. Die blaue Kurve zeigt die Viskositat in Abhangigkeit von der Scherrate.
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5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Viscosity vs Shear rate
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Abbildung 94: Rheogramm einer 2 %igen Carmellose-Sodium Ldsung.

Die Methode zur Viskositatsmessung wurde ebenfalls durch eine Mehrfachbestimmung
bestatigt. Eine Zehnfachbestimmung bei der Scherrate 10 s, gemessen mit einer FlieBkurve

(1 - 100 s™) einer hergestellten 0,75 % Ldsung ergab folgende Messergebnisse:

Tabelle 33: Ergebnisse einer Zehnfachbestimmung einer 0,75%igen NaCMC-Ldsung.

Messung Viskositat [mPa-s]
1 38,23
38,58
37,98
38,00
38,03
38,52
38,25
38,23
38,37
38,41
Mittelwert 38,26
Standardabweichung 0,20

OO |INO|UIRWIN

[N
o

Das folgende Diagramm (Abbildung 95) zeigt die Abhéngigkeit der Viskositat einer
0,75%igen NaCMC-Lo6sung von der Scherrate. Es fallt auf, dass die Viskositat mit
steigender Scherrate sinkt. Dieses Verhalten ist typisch fir Nicht-Newton‘sche

Flussigkeiten. Die Viskositat bleibt zunachst gleich bei niedrigen Scherraten (Newton‘sches
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5 Ergebnisse

Plateau) bevor sie ab einer gewissen Scherrate mit steigender Scherrate abnimmt
(pseudoplastisches, scherverdiinnendes FlieRverhalten). Bei Polymerlésungen geht diese
Viskositatsanderung mit dem Ausrichten der Polymerketten ab einer bestimmten

Scherbeanspruchung einher.

0,75%NaCMC, 20°C
10 T T T T g 10

n {Pas)
(ed) o

10'2 t :::::::i ' :::::::i t :::::::i t :::::::i ' :::::::i ———HH 10'3

10° 10 102 10
Y- (s-')

[8—n & 0]

Abbildung 95: Rheogramm einer 0,75 %igen NaCMC-Ldsung.

Die 0,75%ige LOsung entspricht einem Viskositatswert von 40 cP, wenn man die Toleranz
des Gerdtes von 5 % mit einrechnet. Das Diagramm wurde im Scherratenbereich von 1-
10000 s™* bei 20 °C aufgenommen. Ungenauigkeiten (blaue Kurve) bei niedrigen Scherraten
kénnen aufgrund von Randeffekten durch die Oberflachenspannung zu Stande kommen und
ergeben eine scheinbare Viskositatserniedrigung (siehe Abbildung 95). Dies ist zu
vernachldssigen. Im oberen Scherratenbereich treten oft Turian Wirbel im Kegelspalt auf,
die zu einer scheinbaren Erhéhung der Viskositat fihren. Auch diese sind zu

vernachlassigen (siehe Abbildung 95).

Abhéngigkeit der Viskositédt von der Konzentration

Es wurden verschieden konzentrierte NaCMC-L6sungen hergestellt und vermessen.
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5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Tabelle 34: Gemessene Viskositaten verschieden konzentrierter NaCMC Ldsungen.

Konzentration der Lésung | Viskositét bei 10 s [mPa-s]
0,5% 23,71
0,75 % 41,01
1% 70,9
Konzentrationsabhangigkeit der
Viskositat
_, 0,08
& 0,07
.; 0,06 //
= 0,05
& 0,04 /
= 0,03
Z 0,02 —
% 0,01
> O T T T T T T 1
0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
Konzentration [%0]

Abbildung 96: Abhangigkeit der Viskositat von der Konzentration der L&sung.

Die Viskositat steigt mit steigender Konzentration der Losungen an.

Abhangigkeit der Viskositat von der Temperatur der Ldsung

Viskositéat [Pas]

Temperaturabhangigkeit
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o
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== 0,75% NaCMC-Losung

1% NaCMC-Lésung

Abbildung 97: Abhangigkeit der Viskositat von der Temperatur der Ldsung.

Es gibt ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Temperatur und der Viskositat. Mit

steigender Temperatur kommt es zu einem Viskositatsabfall.

Die Daten fir die

Viskositdtsmessungen wurden zundchst alle bei 20 °C aufgenommen. Da Biologicals
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5 Ergebnisse

empfindliche Produkte sind werden diese meist im Kihlschrank bei 2 - 8 °C gelagert. Vor
der Applikation mussen diese mindestens eine halbe Stunde an Raumtemperatur erwarmt
werden, da es bei der Applikation von nicht temperierten Produkten zu erheblichen

Schmerzen kommen kann.

5.4.2 Herstellung der Placeboldsung

In Anlehnung an die Herstellungsanweisung der 0,75%igen Losung wurde eine Losung der
Viskositat 8 cP hergestellt. Dem entspricht eine 0,2%ige NaCMC-L6sung (bei 10s™,
8,07 mPa-s).

0,2%ige NaCMC-Lésung, 20°C
10‘1: — SRS - T - — A - --:102

n (Pas)
=
(ed) o

107 t = f —+ f —= 10
10" 102
y- (s-')

—=—n =0

Abbildung 98: Rheogramm einer 0,2%igen NaCMC-L&sung aufgenommen bei 20 °C.

Bei Osmolalitdtsmessungen fiel auf, dass die 0,2%ige NaCMC-Lésung mit

moOsmol

Osmolalitatswerten zwischen 7 und 11 zu hypoton ist. Sie entspricht nicht den fir

mosmol

parenterale LdOsungen vorgeschriebenen Bereich von 275 - 320 (normale

Plasmaosmolalitat). Deswegen wurde Natriumchlorid als Isotonisierungsmittel hinzugefugt
um eine isotone und damit gut vertrgliche Losung zu erzielen Eine isotone Kochsalzlésung
entspricht einer NaCl-Konzentration von 0,9 %. Natriumchlorid ist GRAS gelistet und in der

FDA Inactive Ingredients Database fir Injektionen, Inhalationen, zur nasalen, oralen,
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5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

rektalen und topischen Anwendung zugelassen (71). Natriumchlorid (CAS-Nr. 7647-14-5)
ist in parenteralen und nicht-parenteralen pharmazeutischen Formulierungen weit verbreitet,
wobei es hauptsachlich als Isotonisierungsmittel verwendet wird (71). Durch die Zugabe von
Natriumchlorid wurde die Viskositat herabgesetzt und es musste auf Basis einer 0,9%igen

NaCl-L6sung eine neue Formulierung gefunden werden, die sowohl der Viskositatsangabe

moOsmol

(8 cP) als auch der Osmolalitét (275 - 320 P

) entspricht.

Tabelle 35: Osmolalitat und Viskositat verschieden zusammengesetzter Natriumcarboxymethylcellulose-
Natriumchlorid-Lésungen.

Einwaage [g] Osmolalitat | \siskositat bei
mOsmol 1 pH

NaCMC NaCl | [rg | 10s™ [mPa-s]
0,2006 0,9460 290 2,720 6,600
0,2003 0,9004 282 2,650 -
0,3507 0,8991 288 4,970 -
0,4000 0,9002 280 6,160 -
0,4505 0,9008 290 7,330 -
0,4899 0,9003 298 8,633 -
0,4702 0,9007 277 8,050 6,651
0,4703 0,9001 293 8,007 6,646
0,4707 0,9004 292 7,837 6,697
0,5004 0,8996 293 8,980 6,726
1,0007 0,9003 304 43,920 -

Eine Einwaage von 0,47 g NaCMC und 0,9 g NaCl bezogen auf eine 100 ml Lésung scheint

moOsmol
kg

allen Spezifikationen zu entsprechen. Die Osmolalitat betragt 293 und entspricht

somit den Spezifikationen flr parenterale Formulierungen. Die Ldsung wurde nach der
Methode, die in Abschnitt 4.4.2 beschrieben ist, hergestellt. Die Viskositat dieser Losung bei
10 s entspricht 8,007 mPa-s. Der pH-Wert der Lésung liegt bei ca. 6,6 - 6,7. Die endgiiltige

Formulierung setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 36: Endgiltige Zusammensetzung der Placeboformulierung.

Bestandteile Menge [g] | Abweichung
Natriumcarboxymethylcellulose 0,47 g +/-1 %
Natriumchlorid 0,90 g +/-1%
Wasser fur Injektionszwecke Ad 100,0 ml

Das folgende Diagramm zeigt die Viskositatsmessung der Endlésung gemessen in einem
Scherratenbereich von 1 - 10000 s™.
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Bei Viskositatsmessungen unserer Placeboldsung ist aufgefallen, dass es sich um eine Nicht-
Newton‘sche Ldsung mit scherverdiinnendem, pseudoplastischem Verhalten handelt. Auf
dem Diagramm sieht man den gesamten aufgenommenen Scherratenbereich von
1-10000 s™. Mit steigender Scherrate kommt es zu einem Abfall der Viskositat, wéahrend
die Viskositat bis zu einer Scherrate von circa 100 s™ annahernd gleich bleibt (Newton‘sches
Plateau, siehe Abbildung 100). Durch die steigende Scherbeanspruchung richten sich die
Polymerketten in eine Richtung aus. Dadurch kommt es zu einem Abfall der Viskositét. Die
scheinbare Viskositatserhéhung bei sehr hohen Scherraten kommt durch Verwirbelungen
(Turian Wirbel) im Spalt zu Stande und ist zu vernachlassigen. Das Gerat ist bei 10000 s™an

seiner Grenze angekommen. Bei der Messung kommt es auf eine genaue Temperierung der

Abbildung 99: Rheogramm der Endformulierung.

Platte und eine gleichmél3ige Beflllung des Spaltes zwischen Kegel und Platte an.

126




5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Newton’sches Plateau

Viscosity vs Shear rate
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Abbildung 100: Rheogramm der Endformulierung: New’tonsches Plateau.

Um die Viskositatsmessung zu validieren wurde eine Mehrfachmessung bei 20 °C
durchgefihrt.

Die Messungen ergaben folgende Ergebnisse:

Tabelle 37: Viskositatsmessungen der Endformulierung: Mehrfachbestimmung.

Anzahl der Messungen | Viskositit [mPa-s] bei 10 s™
1 8,007
2 8,005
3 7,954
4 8,019
5 7,981

Da bei dem Rheometer Messschwankungen von mindestens 5 % akzeptiert werden, liegen
alle Messwerte innerhalb der Toleranz. Schwankungen sind stark abh&ngig von der
Probenbehandlung, vom gleichméaliigen Fullen des Spaltes zwischen Kegel und Platte und

von der Temperierung der Platte.

5.4.3 Vergleich des Placebos mit dem Verum-Praparat

Um die Viskositatsprofile des Verum-Préparates (Biological-Formulierung) und der
Placeboldsung zu vergleichen, wurde das Viskositatsprofil des Verum-Préparates mit einem
1°60 mm Kegel bei einer Temperatur von 20 °C und in einem Scherratenbereich von 0,1 s

bis 10000 s™* aufgenommen.
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Verum-Prdparat, 20°C
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Abbildung 101: Viskositatsprofil des Verum-Préparates.

Auffallig ist, dass wir es hier im Gegensatz zum Placebo mit einer Newtonschen Flussigkeit
zu tun haben. Die Viskositdt bleibt auch bei hoheren Scherraten konstant. Der
Viskositatsanstieg bei hohen Scherraten kann vernachlassigt werden. Hierbei handelt es sich
um ein Artefakt, welches durch Verwirbelungen in der Probenfllssigkeit zu Stande kommen
kann. Fir die Studie wurde eine Placebolésung mit einem Nicht-Newton‘schen
FlieRverhalten gewahlt. Dieser Kompromiss musste eingegangen werden, da kein Hilfsstoff
mit Newton‘schem FlieBverhalten in allen Eigenschaften fur die subkutane Applikation

kompatibel war.
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Verum Praparat, 20°C, nach Injektion
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Abbildung 102: Viskositatsprofil des Verum-Préparates nach der Injektion.

Die Viskositat des Verum-Préparates ist auch nach der Scherung durch das Ausldsen einer
Injektion mit einem Autoinjektor der Federstarke 25 N immer noch im Bereich 8 cP.
Gemessen wurde die Viskositdt mit einem 1°40 mm Kegel bei 20 °C und in einem
Scherratenbereich von 1s™ - 10000s™.

Das gleiche gilt fur die Placeboldsung. Die Viskositat nimmt zwar wéhrend der Injektion ab
(scherverdunnendes FlieRverhalten). Dennoch liegt die Viskositdt der Losung nach der
Injektion bei einer Scherrate von 10 s™ auch bei 8 cP. Gemessen wurde hierbei ebenfalls bei
20 °C und in einem Scherratenbereich von 1-10000 s™ jedoch mit einem 1°60 mm Kegel.
Auch das pseudoplastische Flielverhalten ist zu erkennen (siehe Abbildung 103). Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Losung, angekommen im subkutanen Gewebe,

wieder ihre Ausgangsviskositat besitzt.
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0,2% NaCMC-Lésung, 20°C, nach Injektion
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Abbildung 103: Rheogramm einer 0,2%igen NaCMC-L&sung nach der Injektion.

5.4.4 Beflllen und Verschliel3en der Spritzen

Bei technischen Vorversuchen wurde eine Methode gefunden, um die Spritzen
schnellstmdglich und mit wenig Aufwand handisch und spater auch unter der Laminar Air
Flow Bank befullen und verschlieBen zu kdnnen. Dabei sollte die Lésung moglichst
luftblasenfrei abgefiillt werden. Dazu bendétigt man Handschuhe, einen runden Spatel, die
Spritze und den Gummistopfen, sowie eine Eppendorf-Pipette mit entsprechenden Spitzen

zum Entnehmen der Lésung. Anschlielend werden folgende Arbeitsschritte getatigt.

1. Das Volumen wird auf der Eppendorf-Pipette eingestellt (2 ml).
2. Die Flussigkeit wird mit der Eppendorf-Pipette aufgezogen.

3. Die Flussigkeit wird in die Spritze abgelassen.
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5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Abbildung 104: Einflllen der Injektionsflissigkeit in die Spritze mit einer Eppendorf-Pipette.

4. Der Gummistopfen wird mit dem Spatel nach unten geschoben. Dazu wird der
Gummistopfen seitlich etwas deformiert, damit die Luft entweichen kann. Die
Positionierung des Gummistopfens sollte moglichst luftblasenfrei erfolgen.

Abbildung 105: Positionierung des Gummistopfens durch den Spatel.
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Abbildung 106: Luftblasenfreies VerschlieRen der Spritze.

5. Die kurze Gewindestange wird mit einem neuen Werkzeug eingeschraubt ohne viel

Druck auf den Stopfen auszuliben.

Abbildung 107: Einschrauben der kurzen Gewindestange.

Teilweise wird durch den Verschlussprozess Luft mit in das System eingearbeitet. Durch
Schraghalten der Spritze beim VerschlieBen und durch Eindriicken des Stopfens an einer
Seite kann die Luft leichter entweichen. Sollten dennoch kleine Luftblasen vorhanden sein,
ist dies fur die subkutane Applikation zunachst nicht problematisch. Ein Einfluss von Luft
auf das Schmerzempfinden bei subkutaner Applikation ist noch nicht geklart. Jedoch werden
auch Verum Préparate und Generika mit einer grof3en Luftblase routineméaRig abgeftllt und
auf den Markt gebracht. Da es sich bei uns nur um kleine Luftblasen handelt, sind diese zu
vernachléssigen. Beim Einschrauben der Gewindestange darf diese nicht mit Druck

eingeschraubt werden, da somit ein Uberdruck im System entstehen kann und die
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5.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Flussigkeit beim Abziehen der Nadelschutzkappe aus der Spritze herausspritzen kann. Die
Spritzen sind somit dicht verschlossen und kénnen bei Raumtemperatur im Dunklen gelagert

werden.

5.4.5 Prufung der Placebolésung

Wie in Abschnitt 2.1 bereits beschrieben, missen parenterale Losungen einigen qualitativen
Anforderungen entsprechen. Die Ausgangsstoffe mussen fur die parenterale Applikation
geeignet sein. Die Prifungen konnten bei den Vorversuchen nur teilweise im Labor
durchgefuhrt werden. Der Rest musste vor Ort bei der Topmedicare oder bei deren externen
Partnern gepruft werden. Wahrend der Herstellung mussten Inprozesskontrollen
durchgefuhrt werden, um die Qualitat schon wéhrend und nicht erst nach der Herstellung zu

qualifizieren.

Neben einer visuellen Prifung wurde auf Unversehrtheit der Glasspritzen getestet. Fatal
ware es, wenn Glassplitter in den Probanden gelangen wiirden. Der pH-Wert der Ldsung
wurde kontrolliert. Die Filter mit denen die Losung sterilfiltriert wird, wurden dem so
genannten Membranintegrationstest unterzogen. Zur Prufung von Entkeimungsfiltern auf
ordnungsgemélie Qualitat dient der Bubble Point Test. Der Bubble Point entspricht dem
Druck, der erforderlich ist, um durch die wassergefillten Poren des Filters Luft derart

durchzudriicken, dass ein deutlicher Luftblasenstrom zu erkennen ist (9).

Als Endproduktkontrollen wurden folgende Priifungen durchgeftihrt:

- Aussehen der Losung und Primarpackmittel:
Die zu priifende Zubereitung ist eine farblose, klare Flissigkeit, ohne Partikel. Sie
sollte moglichst blasenfrei in die dazugehorigen Spritzen abgefillt werden. Die
Primarverpackung ist intakt und weist keine Beschédigungen auf. Die
Nadelschutzkappe schitzt die Nadel vor Beschadigungen und den Abfullenden vor
Nadelstichverletzungen. Das Etikett mit Chargenbezeichnung ist gut lesbar an der
Sekundérverpackung befestigt.

- Sterilitat (Ph. Eur. 9.3, 2.6.1):
Die zu priifende Zubereitung wird entsprechend der Monographie 2.6.1 der aktuellen
Ausgabe des Européaischen Arzneibuchs vorbereitet und tber die
Membranfiltermethode auf Sterilitat getestet. Dabei darf kein Wachstum entstehen.

- Partikelfreiheit (Ph. Eur. 9.3, 2.9.20):
Sichtbare Partikel werden nach der Monographie 2.9.20. analysiert. Die Losung

sollte frei von sichtbaren Partikeln sein. Nicht-sichtbare Partikel miissen
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entsprechend der Monographie 2.9.19 gepriift werden. Dabei durfen je Behdltnis
hdchstens 6000 Partikel groRer oder gleich 10 um und hochstens 600 Partikel groRer
oder gleich 25 um sein.
- Pyrogenfreiheit (Ph. Eur. 9.3, 2.6.14):
Die zu prifende Zubereitung wird entsprechend der Monographie 2.6.14 Bakterielle
Endotoxine, Methode C der aktuellen Ausgabe Europaischen Arzneibuchs
vorbereitet und analysiert. Dabei darf das Ergebnis 44 1.E./ml nicht Gberschreiten.
- pH-Wert (Ph. Eur. 9.3, 2.2.3 bzw. 2.2.4):
Der pH-Wert der Losung sollte zwischen 6,0 - 8,0 liegen. Dies wird mittels
Potientometer (Ph. Eur. 9.3, 2.2.3) getestet.
- Osmolalitat (Ph. Eur. 9.3, 2.2.35):
Die Osmolalitat der Lésung sollte der des Blutes entsprechen (275 —
320 mOsmol/kg) und kann nach Ph. Eur. 9.3, mit Hilfe der Monographie 2.2.35
gepruft werden.
- Viskositat (Ph. Eur. 9.3:0472; 9.3, 2.2.10):
Die Viskositat der Losung gemessen nach Ph. Eur. 9.3, 2.2.10 mittels Kegel-Platte
Rotationsviskosimeter sollte einer Losung mit der Viskositat zwischen 7,0 -
9,0 mPa:s entsprechen. Dies entspricht einer Abweichung von 12,5 %. Gemessen
wird die Viskositat bei einer Temperatur von 20 °C und einer Scherrate von 10 s™.
- Entnehmbares Volumen (Ph. Eur. 9.3, 2.9.17):
Zusétzlich werden alle Spritzen auf entnehmbares VVolumen nach Ph. Eur. 2.9.17
getestet. Bei diesem Test muss mindestens das Nominalvolumen (2,0 ml)

entnehmbar sein.

5.5 Herstellung der Klinikmuster

Die Vorentwicklungen (Formulierungsentwicklung, Herstellung der Placeboldsung,
Verfassen der Herstellanweisung, Erstellen der Spezifikationen und Verfassen der
Prufanweisung, Verschlielen der Spritze) wurden unter non-GMP Bedingungen
durchgefuhrt ( siehe Abschnitt 5.4) und die Ergebnisse mit der Topmedicare GmbH
besprochen. Diese transferierte alle Methoden in Ihre GMP-Labore und flihrten vor der
Herstellung der Klinikmustercharge einen Media Fill, sowie eine Stabilitatsstudie tber 3

Monate durch.
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5.5.1 Stabilitatsstudien

Zur Festlegung der Laufzeit des Produktes wurden Stabilitatsuntersuchungen bei der
Topmedicare GmbH vorgenommen. Zuvor wurde ein Media Fill durchgefiihrt. Dabei
werden die geplanten Arbeitsschritte mit reinem Nahrmedium durchgefiihrt und dieses
nachher bebritet, um sicherzustellen, dass aseptische Produktionsprozesse nicht durch eine
mikrobielle Kontamination verunreinigt werden. Bei den Stabilitatsuntersuchungen wurden
Stabilitatswerte zum Zeitpunkt t = 0 Monate, t = 1 Monat, t = 1,5 Monate und t = 3 Monate
erhoben. Die Lagerung der Muster erfolgte in einem kontrollierten Bereich bei 15— 25 °C.

Dabei wurden folgende Prifungen am Ende der jeweiligen Einlagerungszeit durchgefiihrt

und folgende Ergebnisse erhalten:

Tabelle 38: Ergebnisse der Stabilitatsstudie.

Istwert Pra-
Prifpunkt | Prifmethode Sollwert T=0 T=1 T=15 T=3 {rL:tnegrn /
Monate Monat Monate Monate extern
Farblose,
klare
. Flissigkeit
! v v v v
Aussehen Visuell keine oder fast Intern
keine
Luftblasen
pH-Wert Eﬂteé‘lg'ro”;eg'g 6,0 bis 8,0 6,92 6,89 7,02 7,21 Intern
. Frei von
?;?if;re Ph. Eur., 2.9.20 | sichtbaren 4 v v 4 Intern
Partikeln
%%CB&?SE:'S Je Behéltnis | Je Behéltnis | Je Behéltnis | Je Behdltnis
6000 Partikel 175 Partikel | 266 Partikel | 109 Partikel | 24 Partikel
Nicht Ph. Eur roRer oder groRer oder | groRer oder | groRer oder | groRer oder | Extern
sichtbare 2 9 19 " gleich 10pm gleich 10um | gleich 10pum | gleich 10um | gleich 10um | (Labor
Partikel Methode 1 und hdchstens gnd 'i0| gnd.i | gnd_}( | gnd t | '|&+S
600 partikel | Ferike artikel | Partiel | Partike ®
roRer oder groBRer oder | groRer oder | groBer oder | groRer oder
gleich 250m gleich 25um | gleich 25um | gleich 25um | gleich 25um
Rotationsvis-
kosimeter . _— — I
Kegel-Platte, Entspricht: Entspricht: Entspricht: Entspricht: Extern
Viskositit Ph. Eur. 2.2.10 | 7,0bis 9,0 8,64 mPa-s 7,71 mPa-s 7,96 mPa-s 8,25 mPa-s, (Pharm
bei 20 °C und mPa-s 8,86 mPa-s 7,23 mPa-s 8,7 mPa-s 7,56 mPa-s, | BioTec
el 8,65mPa-s | 8,03 mPa's | 7,64mPa's | 8,36 mPars | GMbH)
chergefalle
von 10s?,
. 295
Osmolali- 275 - 320 295 295 296
tat Ph. Bur., 2.2.35 mOsmol/kg mOsmol/kg | mOsmol/kg | mOsmol/ kg EﬂgOsmoll Intern
Ent- .
nehmbares | Ph. Eur., 2.9.17 gﬂéngtlastens 4 v v v Intern
Volumen !
Bakterien- h . Extern
Endo- Ph. Eur., 2.9.20 | Weniger als v v v v (Labor
toxine Methode C 44 1.E./mi L+S
AG)
Ph. Eur, 26.1. | (i (Labor
Sterilitat Membranfilter- v v v v
Methode Wachstum L+S
AG)

135




5 Ergebnisse

Alle Prufungen entsprechen auch nach 3 Monaten den Spezifikationen. Eine Stabilitat Gber 3

Monate ist gewéhrleistet.

5.5.2 Freigabe der Klinikmustercharge

Die Klinikmustercharge wurde auf gleiche Weise hergestellt und geprift (siehe Abschnitt

4.4.4., siehe Abschnitt 5.4.5). Da alle Ergebnisse den Spezifikationen entsprochen haben,

wurde die Klinikmustercharge von der Topmedicare fur die Verwendung in unserer Studie

freigegeben.

Tabelle 39: Ergebnisse der Prifung der Klinikmustercharge.

Prufpunkt Prufmethode Sollwert Istwert
Farblose, klare
Aussehen Visuell Flussigkeit, keine oder | Entspricht
fast keine Luftblasen
pH-Wert ;’oztzntlometne Ph. Eur. 6.0 bis 8,0 6,57
Sichtbare Frei von sichtbaren .
Partikel Ph. Eur., 2.9.20 Partikeln Entspricht
Je Behéltnis hochsten
6000 Partikel groRer Je Behéltnis 795 Partikel
Nicht sichtbare | Ph. Eur., 2.9.19, oder gleich 10 um und | gréRer oder gleich 10 um
Partikel Methode 1 hdchstens 600 Partikel | und 9 Partikel gréRRer oder

groRer oder gleich
25 um

gleich 25 pum.

Rotationsviskosimeter

Ph. Eur. 2.2.10 bei 8,80 mPa:s
. . 20 °C und einem . 8,84 mPa:s

Viskositat Schergefalle von 10 s* 7,0 bis 9,0 mPa-s 8,74 mPa-s

mit Kegel-Platte

Viskosimeter bestimmt
Osmolalitat Ph. Eur., 2.2.35 275 - 320 mOsmol/kg | 295 mOsmol/kg
Entnehmbares . .
volumen Ph. Eur., 2.9.17 Mindestens 2,0 mi Entspricht
Bakterien- Ph. Eur., 2.9.20 . .
Endotoxine Methode G Weniger als 44 |.E./ml | Entspricht
Sterilitat Ph. Eur., 2.6.1. Kein Wachstum Entspricht

Membranfilter-Methode

Das Chargenzertifikat ist im Anhang (Abbildung 170) zu finden.

5.5.3 Verpackung und Etikettierung der Studienware

Die Spritzen wurden fest verschlossen in einen Autoklavierbeutel gepackt, welcher auf der

Riickseite das Etikett trug.
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Abbildung 108: Verpackung der Spritzen in einen verschlieRBbaren Autoklavierbeutel.

o Tt
-

Das Etikett konnte nicht direkt auf der Spritze angebracht werden, da es beim Auslésen des

Autoinjektors durch das Etikett zu Schwierigkeiten kommen konnte. Die Angaben auf dem

Etikett mussten den Anforderungen des Annex 13 des GMP-Leitfadens entsprechen (84).

Zur klinischen Forschung bestimmi:
Natriumcarboxymethylcellulose-Lésung (0,47%), Natriumchlorid (0,9%)-Laésung, zur subkutanen Injektion bestimmt.
Die LOsung ist steril. Bei Raumternperatur (15 - 25°C), dicht verschlossen im Dunklen zu lagern. Nicht einfrieren.
Zu Verbrauchen innerhalb von 4 Wochen nach Produktion.
Nicht verwendete Prifmedikation bitte an Sponsor zuriickgeben.

| Gh.-B.: 180100011 l
102,01, bis: 30.01.1 | . . .

Hergastelit am: 02.01.18 Werwendbar bis: 30.01.18 Haltbarkeit verlangert bis: 15.02.18
Ch.-B. Natriumcarboxymethylcellulose-Natriumchlorid-Lésung: 180100011 . |
Ch.-B. NaCMG: 6282-17001
Ch.-B. NaCl: 5190-17001

e

Hargestellt durch: Topmedicare GmbH, Berliner Promenade 3, 66111 Saarbricken
Verabreichung durch: Universititsmedizin Mainz, Langenbeckstrafie 1, 55131 Mainz
Sponsor der Studie: Prof. P. Langguth, Pharmazeutische Technologie, Staudingerweg 5, 55099 Mainz, Tel.: +49 §131 3824319

Abbildung 109: Etikettierung der Studienware.

5.5.4 Transport der Klinikmusterware

Der Transport der Klinikmusterware wurde vom Sponsor durchgefuhrt. Mit einer

Transportkiste, die verplombt werden kann, wurden die Klinikmuster in Saarbriicken

eingeladen und die Klinikmusterware direkt zum Prifzentrum transportiert. Wahrend der
Fahrt nahm ein Temperatur-Datenlogger (rotronic HL-NT2-DP). Die Temperatur in der

Transportkiste auf und speicherte diese. Beim Transport durfte eine Temperatur von 20 +

5 °C nicht Uberschritten werden.
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Abbildung 110: Temperatur-Datenloggermessung.

Wie man auf der Abbildung 110 sieht, lag die maximale Temperatur knapp unter 19 °C.

Auch die minimale Temperatur von 15 °C wurde nicht erreicht.

5.6 Invivo Grundlagenstudie
Die folgenden Abschnitte zeigen die Ergebnisse der in vivo Grundlagenstudie, die am
Clinical Research Institut der Hautklinik der Universitaitsmedizin Mainz mit freiwilligen

Probanden durchgefiihrt wurde.

5.6.1 Ergebnisse der Grundlagenstudie

Fur die Studie wurden 16 Probanden rekrutiert (10 Mé&nner und 6 Frauen). Die folgende
Tabelle 40 zeigt das Geschlecht der Probanden, Alter, BMI und Fettdicke an Bauch (Ba) und
Oberschenkel (Os). Die Probanden wurden mit einem Pseudonym versehen. Insgesamt
wurden 80 Injektionen verabreicht, davon waren 20 Injektionen Dummy-Injektionen ohne

Einstich und Applikation der Placeboldsung.
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Tabelle 40: Probandenpseudonym, Geschlecht, Alter und BMI.

Patientennummer Gesﬁm\?cm Alter (Jahre) BMI k—‘Z] Fettgglﬁsgmm]
01 AA m 46 24,3 19/16
02 BB m 26 25,2 13/13
03CC W 29 22,4 21/11
04 DD W 41 23,4 12/6
05 EE m 29 27,4 17/15
06 FF m 24 26,2 10/7
07 GG m 35 19,5 11/4
08 HH m 37 23,1 8/17

0911 m 40 23,7 6/6

10JJ W 26 22,1 18/11
11 KK w 41 30,8 35/25
12 LL W 26 19,3 20/4
13 MM W 27 21,0 16/5
14 NN m 29 26,5 17/26
15 00 m 48 22,5 12/11
16 PP m 28 26,7 14 /14

m = mannlich, w= weiblich, BMI = Body Mass Index (%), Os = Oberschenkel, Ba = Bauch

Es sollten gleiche viele Manner wie Frauen rekrutiert werden. Aufgrund mehrerer Absagen
mussten kurzfristig neue Probanden gefunden werden, wobei nicht mehr auf die
Ausgewogenheit der Geschlechter geachtet werden konnte. Leider konnten auch keine
Probanden hdoheren Alters gewonnen werden. Im Durschnitt nahmen eher jungere
Probanden an der Studie teil. Das mittlere Alter der Ménner betrug 24,5 Jahre. Das mittlere
Alter der Frauen 23,2 Jahre. Der &lteste ménnliche Proband war 48 Jahre alt. Die &lteste
weibliche Probandin war 41 Jahre alt. Alle Probanden wogen uber 50 kg. Ein oberes Limit

flr das Gewicht wurde nicht gesetzt. Lediglich eine Person hatte einen etwas erhéhten BMI

von 30,8 k—gz.
m

Alle Probanden bekamen 5 Injektionen einer neutralen viskosen Placebolésung (8 cP, 2 ml)
verabreicht. Die Injektionsldsung wurde an Raumtemperatur gelagert und appliziert. Die 5.
Injektion war eine Dummy-Injektion ohne Nadeleinstich und ohne Verabreichung der
Losung, um den Nullwert fir das Schmerz- und Juckreizempfinden zu ermitteln. Alle
anderen Werte wurden mit dem Nullwert als Basis verglichen (change to baseline, pain_chg
und itching_chg). Pain_chg und itching_chg wurden aus den Rohdaten durch Subtraktion

der jeweiligen Basiswerte abgeleitet.

Die folgende Tabelle 41 zeigt eine Ubersicht aller Studienergebnisse.
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Tabelle 41: Ergebnisse der Injektionsstudie.

Pro- I_njek- VAS VAS _ Ge- Alter |Injektions- Injektiqns-_ Feder- I_njek-
banden- tions- Schmerz  |Juckreiz |schlecht [Jahre] |zeiten [s] gegchwmdlg- starke [N] tions-
nummer nummer  |[mm] [mm] m/w keit [ml/s] ort
01 AA 1 0 0 m 46 2,40 Dummy Osre
01 AA 2 10 2 m 46 18,1 0,111 14 Balli
01 AA 3 9 2 m 46 7,20 0,278 26 Bare
01 AA 4 0 0 m 46 10,3 0,194 22 Osli
01 AA 5 7 1 m 46 1,7 0,260 26 Balli
02 BB 6 0 0 m 26 2,55 Dummy Bare
02 BB 7 0 0 m 26 7,00 0,286 26 Os i
02 BB 8 3 0 m 26 7,40 0,27 19 Osre
02 BB 9 3 0 m 26 16,3 0,123 14 Balli
02 BB 10 3 0 m 26 15,7 0,127 17 Bare
03 CC 11 0 0 w 29 0,80 Dummy Osli
03 CC 12 5 0 w 29 6,35 0,315 26 Osre
03 CC 13 21 0 w 29 15,9 0,126 17 Bali
03 CC 14 25 11 w 29 15,4 0,13 14 Bare
03 CC 15 9 0 w 29 12,2 0,164 14 Osli
04 DD 16 0 w 41 0,50 Dummy Osre
04 DD 17 20 30 w 41 6,40 0,313 26 Bali
04 DD 18 4 1 w 41 15,5 0,129 17 Bare
04 DD 19 3 29 w 41 15,7 0,127 27 Osli
04 DD 20 22 3 w 41 13,7 0,146 17 Osre
05 EE 21 0 0 m 29 0,55 Dummy Bali
05 EE 22 6 1 m 29 14,7 0,136 17 Balli
05 EE 23 0 0 m 29 4,50 0,444 26 Bare
05 EE 24 0 0 m 29 7,20 0,278 22 Osli
05 EE 25 3 0 m 29 13,9 0,144 14 Osre
06 FF 26 2 2 m 24 0,50 Dummy Bare
06 FF 27 19 2 m 24 13,0 0,154 17 Bare
06 FF 28 12 9 m 24 6,45 0,31 26 Osli
06 FF 29 5 0 m 24 7,50 0,267 22 Osre
06 FF 30 27 13 m 24 12,7 0,157 14 Bali
07 GG 31 1 1 m 35 0,50 Dummy Osli
07 GG 32 26 2 m 35 144 0,139 14 Osli
07 GG 33 1 m 35 6,55 0,305 26 Osre
07 GG 34 1 m 35 10,4 0,192 22 Bali
07 GG 35 10 1 m 35 16,5 0,121 14 Bare
08 HH 36 0 m 37 0,45 Dummy Osre
08 HH 37 0 m 37 11,0 0,182 14 Osre
08 HH 38 12 m 37 7,25 0,276 26 Bali
08 HH 39 11 17 m 37 7,95 0,252 22 Bare
08 HH 40 22 11 m 37 13,4 0,149 14 Osli
09 ii 41 1 m 40 0,50 Dummy Bali
09ii 42 15 m 40 6,90 0,29 26 Bare
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b Pro- Injek- VAS VAS Ge | Alter Injektions- Injektions- | oy | Injek-
anden- tions- Schmerz | Juckreiz |schlecht [Jahre]| zeiten [s] gesc_hwmdlg- starke [N] tions-
nummer | nummer [mm] [mm] m/w keit [ml/s] ort
09 ii 43 8 8 m 40 7,35 0,272 22 Osli
09ii 44 8 10 40 6,50 0,308 26 Osre
09 ii 45 35 3 m 40 14,8 0,135 14 Bali
104J 46 0 0 w 26 0,50 Dummy Bare
104J 47 1 0 w 26 6,45 0,31 26 Os i
104 48 2 0 w 26 8,50 0,235 22 Osre
104J 49 0 0 w 26 6,65 0,301 26 Bali
104 50 0 0 w 26 13,5 0,148 14 Bare
11 KK 51 0 0 w 41 0,55 Dummy Os i
11 KK 52 18 1 w 41 5,95 0,336 26 Osre
11 KK 53 7 1 w 41 7,20 0,278 22 Bali
11 KK 54 0 0 w 41 12,4 0,161 14 Bare
11 KK 55 35 0 w 41 13,3 0,15 14 Osli
12 LL 56 0 0 w 26 0,55 Dummy Osre
12LL 57 8 0 w 26 11,5 0,174 14 Bali
12 LL 58 8 0 w 26 7,45 0,268 22 Bare
12LL 59 2 0 w 26 6,75 0,296 26 Os i
12LL 60 6 0 w 26 15,2 0,132 14 Osre
13 MM 61 0 0 w 27 0,50 Dummy Bali
13 MM 62 8 0 w 27 6,05 0,331 26 Bali
13 MM 63 6 0 w 27 11,0 0,182 14 Bare
13 MM 64 3 0 w 27 9,05 0,221 22 Osli
13 MM 65 2 0 w 27 8,10 0,247 26 Osre
14 NN 66 0 0 m 29 0,55 Dummy Bare
14 NN 67 38 0 m 29 6,30 0,317 26 Bare
14 NN 68 6 0 m 29 10,8 0,185 14 Os i
14 NN 69 12 0 m 29 7,45 0,268 22 Osre
14 NN 70 20 0 m 29 6,10 0,328 26 Bali
1500 71 1 17 m 48 0,55 Dummy Osli
1500 72 45 7 m 48 8,10 0,247 22 Osli
1500 73 6 2 m 48 18,4 0,109 14 Osre
1500 74 38 24 m 48 7,85 0,255 22 Bali
1500 75 36 16 m 48 6,40 0,313 26 Bare
16 PP 76 1 0 m 28 0,60 Dummy Bali
16 PP 77 2 1 m 28 11,6 0,172 14 Osre
16 PP 78 25 3 m 28 8,50 0,235 22 Bare
16 PP 79 3 0 m 28 6,05 0,331 26 Osli
16 PP 80 0 0 m 28 0,50 Dummy Osre

m = mannlich, w = weiblich, Os re = Oberschenkel rechts, Os li = Oberschenkel links, Ba re =

Bauch rechts, Ba li = Bauch links
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5 Ergebnisse

Bei Proband 4 und Proband 6 wurde ein Autoinjektor verwendet, der eine Dreifachdichtung
besitzt. Diese wurde verwendet um die langen Injektionszeitenvon 20 Sekunden zu
erreichen. Durch die Dreifachdichtung wurde der Injektionsprozess jedoch so stark
abgebremst, dass er stoppte und nicht die gesamte Injektionsfllissigkeit ausgebracht wurde.
Der Autoinjektor wurde daraufhin nicht weiterverwendet und durch Autoinjektor 1
ausgetauscht. In Tabelle 41 sind die Federstarken der verwendeten Autoinjektoren
aufgelistet. Dabei entspricht Federstarke 26 N (25,52 N), dem in Tabelle 21 aufgelisteten
Autoinjektor 3, 22 N dem in Tabelle 21 aufgelisteten Autoinjektor 2 (21,72 N) und 14 N
dem in Tabelle 21 aufgelisteten Autoinjektor 1 (13,6 N). Bei der 3. Injektion von Proband
15 wurde eine sehr langsame Injektionsgeschwindigkeit (Injektionszeit 18,4 s) festgestellt,
die Injektion kam zum Erliegen. Erst beim Abziehen des Autoinjektors von der
Injektionsstelle wurde nochmal circa. 0,2 ml ausgestoRen. Grund dafir kénnte der gut
trainierte Oberschenkel des Probandes sein, der der Injektion einen Gegendruck entgegen
setzt. Durch eine geringe subkutane Fettschicht kann es sein, dass die Injektion
intramuskular erfolgte und durch den hohen Widerstand zum Erliegen kam.

Die ermittelten Injektionszeiten waren circa 5 Sekunden schneller als die aus dem
Schweinehaut-Modell vorhergesagten Zeiten. Die Zeiten von 10, 15 und 20 Sekunden

wurden nicht ganz erreicht.

Tabelle 42 zeigt die aus Tabelle 41 ermittelte beschreibende Statistik fur die Variablen
Schmerzempfinden (pain_chg) und Juckreiz (itching_chg) in Abhangigkeit von Geschlecht
(m/w) und Injektionsort (Ba / Os).
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5.6 In vivo Grundlagenstudie

Tabelle 42: Beschreibende Statistik flir Schmerz- (Variable pain_chg) und Juckreizempfinden (Variable
itching_chg) als Funktion des Geschlechts und des Injektionsortes.

. Lower 95%  |Upper 95% . . |Quartile
sex |loc N Obs |Variable Mean |Std Dev CL for Mean |CL for Mean Min |Max |Median Range
Ba 26 pain_chg 12.038 12.761 6.884 17.193 0.000 {38.000 (8.500 20.000
itching_chg |2.462 4.554 0.622 4.301 -1.000 {17.000 {0.000 2.000
m 0.000
0s 24 pain_chg 6.750 10.339 2.384 11.116 N 44,000 |3.000 7.000
itching_chg [0.375 5.224 -1.831 2.581 15.000 11.000 |0.000 0.500
Ba 14 pain_chg 6.929 8.306 2.133 11.724 -1.000 {25.000 (6.500 8.000
itching_chg [3.071 8.278 -1.708 7.851 0.000 {30.000 {0.000 1.000
w
Os 16 pain_chg 6.125 9.681 0.966 11.284 -2.000 {35.000 ({2.000 7.500
itching_chg [2.063 7.225 -1.787 5.912 0.000 {29.000 {0.000 0.000

m = mannlich, w = weiblich, Schmerzempfinden = pain_chg, Juckreiz = itching_chg, Mittelwert =
Mean, Standardabweichung = Std Dev, untere Grenze des 95% Konfidenzintervalls = Lower 95%
CL for Mean, obere Grenze des 95% Konfidenzintervalls = Upper 95% CL for Mean, Minimum =

Min, Maximum = Max, Median = Zentralwert, Quartile Range = Interquartilabstand

Aufgetragen in einen Box-Plot ergibt sich folgende Darstellung (siehe Abbildung 111):
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Abbildung 111: Schmerzempfinden (pain_chg) in Abhéngigkeit von Geschlecht (m / w) und Injektionsort (Ba / Os).

Die blauen Balken stellen die Ergebnisse der mannlichen, die roten Balken die Ergebnisse
der weiblichen Probanden dar. Ba und Os stehen fur Bauch und Oberschenkel. Auf der y-

Achse ist der Schmerzwert in mm dargestellt (Angaben auf der VAS), wobei ein maximaler
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5 Ergebnisse

Wert von 100 mm erreicht werden kann. Der Box-Plot beschreibt die in Tabelle 42
aufgefiihrten Werte, wobei der untere und der obere Whisker das Minimum und Maximum
der ermittelten Werte beschreibt (siehe Abbildung 111). Der Strich innerhalb der Box
beschreibt den Median, den Bereich in dem 50 % aller Werte liegen (siehe Abbildung 111).
Beginn und Ende der Box beschrieben das untere (25 %-Quartil) und obere Quartil (75 %-
Quiartil). Die Kreise bzw. Plus-Zeichen stellen AusreiRer dar.

Die Studie diente dazu herauszufinden welcher Injektionsort am besten fiir eine Injektion
geeignet ist. Die Ergebnisse in Tabelle 41 und zeigen, dass der Bauch gegeniiber dem
Oberschekel, sowohl bei Frauen als auch bei Mannern, héhere Schmerz- und Juckreizwerte
aufweist. Der hochste angegebene Schmerzwert liegt bei 45 mm, somit fast in der Hélfte der

maximal mdglichen 100 mm (siehe Abbildung 112).

Keine .
Beschwerden Maximale
Beschwerden
| S |
| 7N\ |
0 10

Abbildung 112: Schmerzbewertung auf VAS nach Injektion in Oberschenkel (Proband 15 OO).

Im Durschnitt lag der Schmerz aller Injektionen bei 9,05 mm. Im Allgemeinen scheint die
Injektion am Bauch schmerzhafter zu sein, als die Injektion am Oberschenkel (siehe Tabelle
42). Dies deckt sich auch mit der Befragung der Probanden. Die Mehrheit empfand eine
Injektion in den Oberschenkel als angenehmer. Das Juckreizempfinden war noch geringer
als das Schmerzempfinden, da im Durchschnitt der Juckreiz mit niedrigen 3,175 mm
bewertet wurde. Maximal wurde das Juckreizempfinden mit 30 mm am Bauch eingestuft

und liegt damit etwas hoher als am Oberschenkel mit 29 mm (siehe Abbildung 113).
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Juckreiz
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Abbildung 113: Juckreizbewertung auf VAS nach Injektion in Bauch (Proband 4 DD).

Fur die Ergebnisse des Juckreizempfindens ergibt sich folgende Darstellung (siehe

Abbildung 114):
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Abbildung 114: Juckreiz (itching_chg) in Abhéngigkeit von Geschlecht (m / w) und Injektionsort (Ba / Os).
Fur weitere Auswertungen wurde ein lineares gemischtes Modell flr die Variable pain_chg
in Abhdngigkeit von den festen Faktoren Injektionsort (loc) und Geschlecht (sex), und den

Kovariablen Injektionsgeschwindigkeit (velocity), Alter (patient’s age) und BMI erstellt.
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5 Ergebnisse

Tabelle 43: Ergebnisse des linear gemischten Modells fur die Variable pain_chg.

Effect sex | loc | Estimate | Pr>|t| | Lower Upper

Intercept -11.8119 0.3969 | -41.0517 | 17.4279
sex m 1.7013 | 0.5963 -5.1116 | 8.5142
sex w 0 . . .
loc Ba 4.4822 | 0.0375 0.2679 | 8.6965
loc Os 0 : : :
age 0.4024 | 0.0607 | -0.02119 | 0.8259
velocity 28.3641 | 0.0029 10.0836 | 46.6446
BMI -0.06287 | 0.9036 -1.1702 | 1.0445

Die Spalte “Estimate” beschreibt die Effektstarke. Intercept beschreibt den Achsenabschnitt.
Die Spalte “Pr>|t[” gibt den p-Wert an wéihrend “Lower” und “Upper” die Grenzen des 95%
Konfidenzintervalls fur die geschétzte Effektstarke angeben.

Ein p-Wert <=0.05 indiziert einen statistisch signifikanten Effekt. Wie aus Tabelle 43
ersichtlich, ergab die Studie, dass Manner schmerzempfindlicher sind als Frauen (Offset von

1,70). Ein p-Wert von 0,5963 deutet aber auf einen nicht-signifikanten Zusammenhang hin.

Am Bauch (Ba) wurden héhere Schmerzscores erhalten (4,4822) als am Oberschenkel (Os).
Auch der p-Wert mit 0,0375 bestatigt einen signifikanten Zusammenhang.

Sowohl das Alter der Probanden (age) als auch die Injektionsgeschwindigkeit (velocity)
weisen positive Steigungen auf (0,40 und 28,4). Die p-Werte zeigen jedoch nur statistische
Signifikanz fir die Injektionsgeschwindigkeit. Mit einem p-Wert von 6 % ist der Alters-
Effekt nahe an der Signifikanzschwelle. In einem reduzierten Modell, in dem nur die
signifikanten Effekte nochmal geprift werden, wurde der Alters-Effekt nochmals

untersucht.

Tabelle 44: Ergebnisse des reduzierten Models fur die Variable pain_chg.

Effect sex | loc | Estimate | Pr>|t| | Lower Upper

Intercept -12.7992 | 0.0650 | -26.4857 | 0.8873
loc Ba 44774 0.0372 0.2731 8.6817
loc Os 0 . : :
age 0.4183 0.0354 0.03287 0.8038
velocity 28.4363 0.0028 10.1907 | 46.6819

Der p-Wert liegt hier bei 3,54% und stellt somit einen signifikanten Zusammenhang dar. Der
BMI zeigt eine sehr geringe Effektstarke. Laut p-Wert ist dieser Effekt aber auch statistisch
nicht signifikant. Ersetzt man den BMI durch die Fettdicke (mm) gemessen an Oberschenkel

und Bauch erh&lt man keine wesentlich unterschiedlichen Ergebnisse.
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5.6 In vivo Grundlagenstudie

Eine weitere signifikante Beziehung existiert zwischen dem Schmerzempfinden und dem
Alter. Mit steigendem Alter werden hohere Schmerzwerte erhalten als bei jingeren

Probanden.

Fur das Outcome Juckreiz (itching_chg) wurden im linear gemischten Modell folgende

Ergebnisse erhalten (siehe Tabelle 45).

Tabelle 45: Ergebnisse des linearen gemischten Modells fiir die Variable itching_chg.

Effect sex | loc | Estimate | Pr>|t| | Lower Upper

Intercept -3.4478 | 0.7343 | -25.0427 | 18.1470
sex m -1.4912 | 0.5314 -6.5331 | 3.5507
sex w 0 . . .
loc Ba 1.9845 | 0.0901 -0.3193 | 4.2883
loc Os 0 . : .
age 0.1099 | 0.4595 -0.2035 | 0.4233
velocity 10.1415 | 0.0468 0.1457 | 20.1373
BMI -0.00820 | 0.9830 -0.8277 | 0.8113

Die Tabelle 45 zeigt, dass nur die Geschwindigkeit einen signifikanten Effekt auf das
Juckreizempfinden hat. Alle anderen Beziehungen sind statistisch nicht signifikant, da der
p-Wert ber 5 % liegt. Mit steigender Injektionsgeschwindigkeit (positive Steigung 10,1)

steigt also auch das Juckreizempfinden.

Schaut man sich das Schmerzempfinden jedes einzelnen Probanden an (siehe Tabelle 46),
féllt auf, dass Proband “1500” am schmerzempfindlichsten ist (Schatzwert 17) wéhrend

Proband “10JJ” diese Schmerzen am besten tolerieren (Schatzwert -7,9527) kann.
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5 Ergebnisse

Tabelle 46: Probandenindividuelle Ergebnisse (subjid als fester Faktor).

Effect loc | subjid Estimate | Pr>|t| | Lower Upper

subjid 01 AA | -2.4997 | 05909 | -11.7468 | 6.7474
subjid 02 BB -5.6907 | 0.2210 | -14.8919 | 3.5105
subjid 03 CC 5.8895 | 0.1913 -3.0215 | 14.8006
subjid 04 DD -0.1975 | 0.9647 -9.0860 | 8.6911
subjid 05 EE -6.7979 | 0.1561 | -16.2621 | 2.6663
subjid 06 FF 3.0461 | 0.5153 -6.2592 | 12.3514
subjid 07 GG 3.3653 | 0.5153 -5.5711 | 12.3017
subjid 08 HH 1.5890 | 0.7272 -7.4735 | 10.6516
subjid 09 ii 3.7851 | 0.4273 -5.6835 | 13.2537
subjid 10JJ -7.9527 | 0.0976 | -17.4053 | 1.4998
subjid 11 KK 4.8162 | 0.2969 -4.3353 | 13.9676
subjid 12LL -2.0731 | 0.6496 | -11.1501 | 7.0039
subjid 13 MM -4.6793 | 0.3253 | -14.1130 | 4.7544
subjid 14 NN 6.0597 | 0.2122 -3.5504 | 15.6699
subjid 1500 | 17.0218 | 0.0004 7.8718 | 26.1719
subjid 16 PP -0.7274 | 0.8710 -9.6419 | 8.1870
loc Ba 4.8956 | 0.0243 0.6566 | 9.1347
loc Os 0 . : :
velocity 28.2463 | 0.0032 9.8479 | 46.6447

5.6.2 Beobachtete Reaktionen an der Einstichstelle

Alle Probanden beschrieben die Injektionen von 2 ml einer neutralen Placeboldsung als gut
vertraglich und tolerierbar.
Beobachtungen feststellen. Es wurden Fotoaufnahmen nach einer und nach finf Minuten
gemacht. Nach finf Minuten waren meistens keine Veranderung der Einstichstelle und
teilweise sogar eine Verbesserung in Form von Rickgang der Rotung, oder Blutung
festzustellen. In Tabelle 47 sind alle Ereignisse an der Einstichstelle genau in Aussehen und

Anzahl beschrieben, sowie Beispielbilder zu jedem Typ dargestellt.
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5.6 In vivo Grundlagenstudie

Tabelle 47: Beobachtete Reaktionen an der Einstichstelle.

Beobachtungen an der Einstichstelle Erklarung

Das Needle Shield des Autoinjektors
hinterlieR teilweise Abdriicke auf den
Haustellen. Mogliche Rotungen
koénnen die Folge sein.

Abbildung 115: Abdruck des Autoinjektors auf der Hautstelle.

Die GroRe der Einstichstelle betrug im
Mittel ca. 0,11 cm. Rétungen
(Erytheme) an der Injektionsstelle
wurden insgesamt 22 Mal festgestelit.
Diese sind aber nach wenigen Minuten
wieder abgeklungen.

Abbildung 116: Beispiel fir Rétungen an der Injektionsstelle.

9 Mal wurden kleine Bluttropfen an
der Einstichstelle am Oberschenkel
und 6 Mal am Bauch festgestellt. Der
Bluttropfen wurde mit einem Tupfer
abgewischt und die Stelle nach 5
Minuten noch einmal fotographiert.
Weiteres Blut trat aber nicht mehr aus.

Abbildung 117: Austritt eines Tropfens Blut an der Einstichstelle.

Es gab ebenfalls Félle, die einen
Austritt von Injektionsflissigkeit aus
der Einstichstelle zeigten (Leakage).
Dieses Phdnomen konnte man auch
schon am Schweinehautmodell (siehe
Abschnitt 5.2) feststellen.
Hauptséchlich war dies an muskulésen
Oberschenkeln zu beobachten.

Abbildung 118: Austritt von Injektionslésung an der Einstichstelle
(Leakage).

Juckreiz an der Einstichstelle empfanden zwei Probanden nach Injektion in den Bauch. Das
Juckreizempfinden verschwand aber nach fiinf Minuten wieder. Ein Proband beklagte
Juckreiz nach einer Dummy-Injektion in den Oberschenkel.
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Eine Schwellung um die Einstichstelle wurde zwei Mal beobachtet. Einmal jedoch nach
einer Dummy-Injektion. Das andere Mal erreichte die Schwellung eine Breite von 2 - 3 cm
und eine Hohe von 0,3 mm nach Injektion in den Oberschenkel. Nach 30 Minuten ging die

Schwellung jedoch wieder zurlck.

Zwei Mal bekamen Probanden einen blauen Fleck, kleiner als ein Centstiick, nach Injektion
in den Bauch (links und rechts). Nach 24 h war der blaue Fleck immer noch sichtbar, wurde
jedoch als ertraglich eingestuft. Ein Proband meldete intermittierendes Brennen, das jedoch

nach 30 Minuten verschwunden war.

Das telefonische Follow-up der Probanden nach 24 h ergab auch Kkeine negative
Rickmeldungen oder Beschwerden. Beide Probanden teilten uns mit, dass die blauen

Flecken um die Einstichstelle immer noch vorhanden sind, jedoch langsam zurtickgehen.

Es sind keine schwerwiegenden unerwinschten Ereignisse und keine schwerwiegenden
Nebenwirkungen eingetreten. Tabelle 51 im Anhang zeigt alle Beobachtungen in der

Umgebung der Einstichstelle in einer Ubersicht.
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6 Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus Abschnitt 5 diskutiert.

6.1 Hautmodell Gelatine

Gelatine ist dank der Transparenz zur Visualisierung eines Injektionsprozesses geeignet.
Wie man schon in Abschnitt 5.1 erkennen konnte, gibt es jedoch einige Grenzen. Die
Gelatine muss fest genug sein, um dem Aufsetzen des Autoinjektors und dem Druck
wéhrend des Injektionsprozesses standhalten zu kénnen. Bei zu hohen Konzentrationen kann
der Autoinjektor die Lésung nicht ausstoRen, da die Gelfestigkeit zu hoch ist. Die Lésung
hat keinen Platz um sich zu verteilen. Sie bahnt sich ihren Weg seitlich an der Nadel hoch
zur Oberflache des Gelatinewdrfels. Grundsatzlich ist nur Typ 3 der ballistischen Gelatine
fur Gewebesimulationen geeignet (siehe Abschnitt 5.1.1). Typ 3 Gelatine wird am besten in
einer Konzentration von 10 % verwendet. Zusammen mit Typ 1 Gelatine besitzt sie den
geringsten Bloom-Wert und damit die geringste Gelfestigkeit. Aufféllig ist, dass der
Gelatinekubus nicht die kompletten 2 ml fassen kann. Somit konnte die Gelatine auch nicht
zur Zeitmessung als Hautmodell verwendet werden. Teilweise stoppt die Injektion und fahrt
erst fort, wenn die Nadel aus dem Gelatinekubus herausgezogen wird. Zur vollstandigen
Verabreichung muss ein viel groRerer Gelatinekubus, gegossen werden (vgl. Abbildung 70).
Es fallt auf, dass die Injektion immer noch nicht vollstandig abgelaufen ist, obwohl der

Gelatinekubus sogar aus der Form geldst wurde.

Gelatine als synthetisches Hautmodell bietet einige Vor- und Nachteile. Fir mechanische
Tests ist die Gelatine als Hautmodell geeignet. Die Funktionalitat des Autoinjektors kann
durch die Injektion in Gelatine getestet werden, sowie zulassungsrelevante Daten ermittelt
werden. Verschiedene Publikationen verwenden ebenfalls ballistische Gelatine als
Testmedium (31, 34, 56). Hierbei werden oft jedoch nur wenige 100 pl injiziert. Durch die
Injektion in Gelatine l&sst sich eine Anndherung an in vivo Zustédnde generieren. Man erhalt

Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel von Autoinjektor und Formulierung.

Dennoch ist es kein ausreichendes Modell, da keine Strukturabbildung des Gewebes besteht.
Es bildet zwar ungefahr die Viskositat und die Dichte der Haut ab (33). Die Heterogenitat
der Haut, sowie GeféalRe, Nerven, Muskeln und Fettgewebe fehlen jedoch. Zudem kommt es
zu einer anisotropen Verteilung der Injektionsflissigkeit, d.h. die Gelatine kann dem Druck,
der durch das Einstechen der Nadel und das AusstoRBen der Flissigkeit entsteht, nicht
standhalten und reif3t in der Ebene der Nadel6ffnung. Ein solcher Prozess wird in vivo nicht

vermutet. Auch der Silikon-Versuch zeigt eine 3-dimensionale Verteilung und widerspricht
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der Verteilung in Gelatine. Durch das Gelatine-Modell kann keine genaue Beurteilung der
Verteilung der Flussigkeit im Hinblick auf die Verteilung im Kdrper getroffen werden. Eine
genaue Aussage kann dazu erst in Zukunft getroffen werden, wenn die Verteilung in vivo
beispielsweise durch eine Ultraschall-Studie (siehe Abschnitt 7) aufgeklart wurde. Auch
verschiedene andere Quellen bewerten ballistische Gelatine als ein schwaches Modell fur
die Vorhersage der Verteilung der Flissigkeit in vivo (34). Dadurch, dass die Gelatine keine
Strukturen abbilden kann, wird auch die Unterbrechung der Flussigkeitsbewegung durch die

tiefen Faszien nicht mit einbezogen (34).

Dennoch sind Wasser-Gelatine-Mischungen dazu geeignet die Dichte und Viskositit von
menschlichem Gewebe zu simulieren (33). In einer anderen Quelle wird ballistische
Gelatine als ungenaues physikalisches Hautmodell bezeichnet und zu einem Mehrschicht-
Modell geraten, in dem die Epidermis und Dermis ebenfalls aus anderen Materialien
abgebildet werden (33). In mehreren Studien wurde ballistische Gelatine fur die Ermittlung
der Injektionstiefe, der verabreichten Dosis und der Nadellaénge von Adrenalin verwendet
(31, 56). Beide Quellen beschreiben ballistische Gelatine als ein zuverlassiges validiertes
historisches Gewebesimulationsmaterial, das seit 1960 fur Forschungszwecke verwendet

wird.

Das Gelatine-Modell ist sehr gut fur die Visualisierung eines Injektionsprozesses geeignet.
Durch Aufnahme des Injektionsprozesses konnte gezeigt werden, dass die zwei Prozesse
Nadeleinstich und Ausstol? der Injektionsflissigkeit nacheinander ablaufen und der
Nadeleinstich mit sehr hohen Geschwindigkeiten verlauft. Der Nadeleinstich (ca. 9 mm)
zeigt, dass es wichtig ist die genauen Verhéltnisse in vivo zu kennen um sicherzustellen, dass

subkutan injiziert wird. Damit sinkt die Wahrscheinlichkeit der intramuskuldren Injektion.

6.1.1 Bloom-Wert

Bei der Herstellung der Bloom-Testglaser muss genau auf eine reproduzierbare Herstellung
geachtet werden. Striktes Einhalten von Temperatur und Lagerzeit fuhrt zu reproduzierbaren
Ergebnissen. Die Werte hangen hier stark vom Handling ab. Somit kann man
unterschiedliche Ergebnisse bei der Herstellung und Vermessung in unterschiedlichen
Laboren erhalten. Die Ergebnisse in Abschnitt 5.1.1 entsprechen jedoch den in Tabelle 2

dargestellten Ergebnissen.

Fehlerhafte Werte wurden oft dadurch erhalten, dass das Behaltnis, in das die Bloom-Glaser
zum 17 stindigen Kihlen bei 10 °C gestellt wurden, keinen ebenen Boden hatte. Die

Gelatine hatte nach der Kihlzeit eine schiefe Oberflache. Dies verfalschte die Bloom-
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Messungen dahingehend, dass der Stempel, sobald er die hochste Stelle der Oberflache
bertihrte, 4 mm tief in die Gelatine eingedrungen ist. Dies verféalschte die ermittelte
Gewichtskraft. Teilweise blieb der Stempel auch in der Gelatine hdangen und fuhr erst nach
einer Weile wieder hoch. Solche Messungen wurden verworfen und wiederholt. Da es sich
bei dem Stempel um ein nicht zum Gerat gehdrendes eigens fur die Bloom-Wert Messungen
angefertigtes Zubehorteil handelt, wurde zwischen jeder Messung ein Zero Gap

vorgenommen, d.h. die Stempelposition musste sich neu kalibrieren.

Ebenso musste bei der Herstellung darauf geachtet werden, dass nicht zu viele Luftblasen in
die Gelatine eingearbeitet werden. Schaum sollte mit einem Lo&ffel abgeschopft werden.
Eine Einarbeitung von Luftblasen konnte die Bloom-Messung verfélschen. Da das
Rheometer von uns fir die Bloom-Messung zweckentfremdet wurde, war eine Messung bis
zu einer Gewichtskraft von 20 N mdoglich. Es féllt auf, dass bei den 20 % Gelen der Typen 2
und 3 die Bloom-Gramm Werte nahe den 2000 g liegt. Das Gerét versuchte dann ein
Gleichgewicht zu erzielen und notierte den Wert im Gleichgewicht. Hierbei sind
Ungenauigkeiten zu erwarten. Ob die ermittelten Werte der Realitat entsprechen, ist nicht
ermittelbar. Da die Bloom-Werte der 20%igen Gelatine aber nur fur eine Vorhersage der
Abhangigkeit zwischen Gelatinekonzentration und Bloom-Wert verwendet wurden, sind
diese Werte ausreichend. Weitere Fehlerquellen konnen eine unzureichende

Homogenisierung der Gelatine bei der Herstellung oder Einwaagefehler sein.

6.2 Hautmodell Schweinehaut

Morphologische Ahnlichkeiten zwischen der Schweinehaut und der menschlichen Haut
machen das Schwein zum bevorzugten tierischen Hautmodell in Studien (17). Zwar sind
Epidermis und Dermis gut erforscht und werden fur topische Tests verwendet, die subkutane
Schicht verschiedener Spezies wurde bislang hingegen nur wenig erforscht (17). Dennoch
hat das Schweinehaut-Modell einige Grenzen. Experimente an tierischer Haut werfen
ethische Fragestellungen auf, sind schwer durchzufiihren und die Ergebnisse streuen oft sehr

stark aufgrund der Hautvariabilitat (33).

In einigen Publikationen wurde Schweinehaut zur Ermittlung der Verteilung von
Flissigkeiten im subkutanen Fettgewebe verwendet. Daraus gewonnene Ergebnisse zeigten,
dass Insulin-Formulierungen beim Einspritzen kein kugelférmiges Depot bilden. Sie
verteilen sich bis zu einem gewissen Volumen parallel zur Hautoberflache. Dartiber hinaus
(ab ca.100 pl) verteilt sich das Volumen auch senkrecht zur Hautoberflache (38). Um spéter

Aussagen Uber die Verteilung der Injektionslosung im subkutanen Fettgewebe treffen zu
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kdnnen, ware das Schweinehautmodell ebenfalls geeignet. Es mussten allerdings lebende
Schweine verwendet werden und der Weg der Injektionslosung nach Injektion mit
Ultraschall verfolgt werden.

Bei bereits geschlachtetem Schwein kdnnte man das Gewebe mit flissigem Stickstoff
schockgefrieren und anschlieffend mit einem Kryomicrotom in dinne Schichten schneiden
(38). Mit einem digitalen Foto und dem Gebrauch von spezieller Software kdnnte man ein
3-dimensionales Modell des Injektionsbolus erzeugen, das die Verteilung der Lésung nach
Injektion darstellt (38).

In dieser Arbeit wurden die Tests aus ethischen und organisatorischen Grunden nicht am
lebenden Schwein, sondern an Schweinehautstiicken vom bereits geschlachteten Schwein
durchgefuhrt. Das Schweinehaut-Modell diente uns zur VVorhersage der richtigen Federn, die
fir die Zeiten 10, 15 und 20 Sekunden verwendet werden konnen. Es bot eine gute
Maoglichkeit um Autoinjektoren, die verschiedene Federstdrken und Antriebe besitzen,
ungefahr in Kategorien nach langsamer, mittlerer und schneller Injektionsgeschwindigkeit

einordnen zu kdnnen.

Je nach Schweinehautstiick und Injektionsort streuten die Injektionszeiten stark. Die
Injektionszeit war abhangig von den lokalen Gegebenheiten am Injektionsort (Injektion ins
subkutane Fettgewebe oder intramuskuldr) und dem Gegendruck, der der Injektion
entgegengesetzt wird.

In vielen Fallen ist die Injektionslésung am Rand des Schweinehautstiickes herausgetreten,
da in einen Hohlraum appliziert wurde. Ein Grund hierfir ist, dass das Schweinehautstiick
kein geschlossenes System darstellte. Zu einer besseren Simulation der wahren
Gegebenheiten hatte man das Schweinehautstiick an allen 4 Seiten abbinden kénnen, um den

Innendruck im Gewebe zu simulieren und ein geschlossenes System zu bilden.

Wenn maglich, ist Schweinehaut mit einer dicken Fettschicht zu verwenden. Es war nicht
immer maoglich eine Hautfalte zu bilden, wodurch, bei geringer Fettschicht, eine Injektion in
den Muskel eine lange Injektionszeit hervorrief. Ebenfalls bestand eine Abhéngigkeit von
der Temperatur. Gekiihlte Schweinehaut ergab langere Injektionszeiten als Schweinehaut,
die langere Zeit bei Raumtemperatur gelagert wurde.

Trotz der Varianz in den Messungen (siehe Abschnitt 5.3.2) ist Schweinehaut ein gutes
Modell, um Trends in der Injektionszeit festlegen zu konnen. Es bietet bessere
Madglichkeiten die Autoinjektoren nach schnell, mittel oder langsam einordnen zu kdnnen.
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Eine Injektion in Luft oder in Gelatine konnten keine plausiblen Aussagen dariber treffen,

welche Autoinjektoren fir die Zeiten 10, 15 und 20 Sekunden verwendet werden kénnen.

6.3 Die Entwicklung des Autoinjektors

Der Autoinjektor ist ein multifunktionales Gerét, welches zur Mehrfachverwendung
geeignet ist. Er wurde in der klinischen Grundlagenstudie als Applikationsdevice verwendet.
Durch seine GrolRe (22,8cm) lag er gut in der Hand und konnte angenehm (ber
Injektionszeiten > 20 Sekunden gehalten werden. Durch den seitlichen Ausléseknopf war
die Applikation fur die Study Nurse sehr einfach. Durch leichte Drehbewegungen konnte
das Oberteil des Autoinjektors einfach und schnell vom Unterteil gelést werden und die
Spritzen und Federn schnell getauscht werden. Das Material war einfach mit einem
Desinfektionsmittel zu reinigen. Der Autoinjektor war robust. Es wurden wahrend der
Studie keine Fehlfunktionen festgestellt. Betrachtet man die Federstarken, so sind sowohl
nach oben als auch nach unten Grenzen gesetzt. Federstarken > 90 N sollten aufgrund der
Glasspritze vorsichtig behandelt werden. Sehr schwache Federn bieten ebenfalls Hurden, da
gewahrleistet sein muss, dass der Autoinjektor trotzdem das gesamte Volumen ausstoRRen
kann. Sollte der Autoinjektor in Zukunft vermarktet werden (CE-Kennzeichen ist
vorhanden), bietet er gute Moglichkeiten unterschiedliche Spritzen einzubauen und wirde

den Markt der Devices, die fur den Mehrfachgebrauch geeignet sind, erweitern.

6.3.1 Funktionelle Tests: Dosiergenauigkeit und Robustheit

Der Autoinjektor hat die Tests nach DIN EN ISO 11608-1 bestanden. Er ist in der Lage die
Dosis zuverlassig abzugeben (Dosiergenauigkeit von 98,83 %). 1,2 % sind auf mdgliche
Wagefehler zurlickzufuhren. Man kann davon ausgehen, dass der Autoinjektor in der Studie
einwandfrei funktioniert und die Dosis von 2 ml zuverldssig an den Probanden abgeben
kann. Nachdem der Prototyp den hohen Federstarken (90 N) nicht standhielt, wurde der
Autoinjektor aus Aluminium gefertigt. Dieser ist auch bei hohen Federstarken stabil und
kann desinfiziert werden. Bei der Prifung auf Robustheit waren nach freiem Fall keinerlei
funktionseinschrankende Maéngel sichtbar. Auch die Glasspritze war intakt und konnte
theoretisch weiter verwendet werden. Sollte der Autoinjektor in der Studie zu Boden fallen,
wird dieser aus Sicherheitsgriinden trotzdem ausgetauscht. Der Autoinjektor ist robust,
komfortabel und sicher. Ein spontanes Ausldsen des Autoinjektors ist durch die Sicherung
am Ausloseknopf nicht mehr mdoglich. Die Nadel ist fir den Probanden zu keiner Zeit

sichtbar. Wéhrend der Studie sind keine Probleme mit dem Autoinjektor aufgetreten.
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6.3.2 Federkraftmessung

Die Charakterisierung der Federstarken auf einer Waage gibt schnell Auskunft Gber die
ungeféhren Federstarken. Danach ist es moglich Federn in schwach, mittel und stark
einzuteilen (siehe Tabelle 24). Dennoch unterscheidet sich die Messung auf der Waage von

der Federkraftbestimmung mit der Ametek Universalprifmaschine.

Tabelle 48: Vergleich der Federstarken nach Messung auf der Waage und nach Ametek Universalpriifmaschine.

Federbezeichnung | Messung auf der Messung auf der Ametek
Waage, maximale Prifmaschine, Federstarke
Federstérke [N] [N]

1 15 13,6

2 20 21,72

3 25 25,52

Fur die genaue Charakterisierung der Federn und die Auswahl fur die Studie sind die Werte
der Ametek Universalprifmaschine genauer. Bei dieser Messmethode wurden die
Federstarken drei Mal bei unterschiedlichen Relaxationsgeschwindigkeiten vermessen und
die drei Werte gemittelt, was zur Genauigkeit des Wertes beitragt. Bei der schwdchsten
Feder (1) war nur eine Messung bei geringer Relaxationsgeschwindigkeit méglich, da die
Geschwindigkeit des  Stempels beim  Hochfahren  groBer war als die
Relaxationsgeschwindigkeit der Feder. Bei allen Federn ist eine Hystereseflache zu
beobachten (siehe Abbildung 79 - Abbildung 85). Diese Hysterese entsteht hauptséachlich
durch den Energieverlust bei der Reibung und ist bei der schwachsten Feder am gréRten
(siehe Abbildung 79). Die Antriebseinheit ist stark gefettet und besitzt eine hohe

Haftreibung an der Wand des Federtopfes, die zunéchst tberwunden werden muss.

6.3.3 Zeitmessung

Fur die Zeitmessung wurden zwei unterschiedliche Methoden gegeneinander getestet (siehe
Abschnitt 5.3.3). Der Unterschied von 0,332 Sekunden beim Vergleich der Zeitmessung mit
der Hochgeschwindigkeitskamera und dem Luftflussmessgerat ist normalerweise nicht zu
vernachlassigen, wurde aber in Kauf genommen, da das Luftflussmessgerat fir die
Mitnahme in die Klinik handlicher war und ein Filmen der Injektionsstelle der
Ethikkommission erneut hatte angezeigt werden mussen. Bei der Injektion in Luft wurde
festgestellt, dass die Injektionszeiten mit steigender Federstdrke abnehmen. Die ermittelten
Injektionszeiten in Luft sind zur Einteilung der Federn nach schwach, mittel und stark
hilfreich. Sie unterstlitzen die auf der Ametek gemessenen Werte. Fir eine Auswahl der
Federn fir die klinische Grundlagenstudie ist diese Methode jedoch nicht relevant. Der
Injektion wird kein Widerstand entgegen gesetzt, sodass die Injektionszeiten viel schneller

sind, als die in Schweinehaut (vergleiche Tabelle 32). An den Standardabweichungen bei der
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Mehrfachmessung ist zu erkennen (siehe Tabelle 32), dass die Injektion in Luft geringere
Standardabweichungen hervorruft, als die Injektion in Schweinehaut. Dies liegt daran, dass
die Schweinehaut sehr variabel ist, d.h. je nachdem an welcher Stelle injiziert wird, kommt
es zu unterschiedlichen Injektionszeiten. Dies ist der menschlichen Haut ahnlich, da hier
auch unterschiedliche Gegebenheiten an unterschiedlichen Orten zu finden sind. Um die
Variabilitat ein wenig zu minimieren, muss immer in Bereiche mit &hnlich dicker subkutaner
Fettschicht in der Mitte des Schweinehautstiickes injiziert werden, um Randeffekte zu
minimieren (siehe Tabelle 30) und umgebendes Gewebe zu simulieren. Ebenfalls sollte
immer eine Hautfalte gebildet werden, falls dies aufgrund der z&hen Beschaffenheit der
Schwarte moglich ist, damit gewahrleistet wird, dass in das Unterhautfettgewebe und nicht
in den Muskel appliziert wird.

Die Schweinehaut bietet ein gutes Modell fur die Messung der Injektionszeiten und somit
fir die Auswahl der Federn, die in der Grundlagenstudie verwendet werden sollen, da sie am
ehesten die in vivo Situation wiederspiegeln kann. Somit kann ungefahr vorausgesagt
werden, welche Injektionszeiten im menschlichen Gewebe mit den verschiedenen Federn

erzielt werden kann.

6.4 Formulierungsentwicklung und Herstellung

Bei den Viskositaitsmessungen wurde festgestellt, dass die Placebolésung Nicht-
Newton‘sches FlieRverhalten besitzt. In Bezug auf das Verum, welches Newton‘sches
FlieRverhalten aufweist (vergleiche Abschnitt 5.4.3), wird hier immer ein Fehler gemacht.
Beide Fliissigkeiten haben zwar bei 10 s die gleiche Viskositat (8 cP), jedoch verlasst die
Placeboldsung bei gleicher Federstéarke die Spritze deutlich schneller als das VVerum. Dies ist
zu begrunden, da die Viskositat der Placebolésung bei steigender Scherrate abnimmt, und
die Kapillare schneller verlassen kann. Da beide Flissigkeiten aber nach der Kaniile wieder
abgebremst werden, weisen sie im Gewebe die gleiche Viskositat auf und sind wieder

vergleichbar.

Die Viskositat nimmt mit steigender Temperatur ab (vergleiche Abbildung 97) (85). Die
Injektionsflissigkeit wurde bei Raumtemperatur gelagert, sodass beim Probanden keine
Schmerzen durch niedrige Temperaturen und damit hohe Viskositaten entstehen konnten.
Die Viskositat der Placeboldsung steigt mit steigender Konzentration (vergleiche Abbildung
96). Dies wird auch durch andere Quellen bestétigt (53, 85). Die Konzentration darf somit
nicht zu hoch sein. Eine Injektion ab einer Viskositéat von 50 cP ist schwierig, da die Lésung

durch eine diinne Kapillare (27 G) injiziert werden muss (54).
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Beim Transfer der im Non-GMP Umfeld entwickelten Methoden zur Topmedicare mussten
zwei Probleme behoben werden. Bei der Messung der Viskositat kénnen zwischen zwei
Laboren schnell unterschiedliche Ergebnisse ermittelt werden. Die Viskositat, welche in
einem Labor der PharmBioTec GmbH gemessen wurde, entsprach nicht der zunéchst
festgelegten Spezifikation von 7,2 mPa-s und 8,8 mPa-s. Ebenfalls konnten bei der Priifung
auf entnehmbares VVolumen (Ph. Eur. 9.3., 2.9.17) nicht immer die spezifizierten 2 ml erzielt

werden.

Bei der Viskositatsmessung am Rheometer ist es wichtig auf eine genaue Temperierung der
Platte des Rheometers und eine gleichméRige Befillung des Spaltes zwischen Kegel und
Platte zu achten. Die Abweichungen des Gerétes liegen laut Kalibrierzertifikat bei 5 %. Die
Abweichungen koénnen jedoch sowohl proben- als auch anwenderbedingt hoher sein, z.B.
durch Beflllungsfehler. Deshalb sollten die Messungen am besten immer von einer Person
durchgefihrt werden. Zusétzlich kann es auch zu Lufteinschlissen von der vorherigen
Messung kommen. Laut Priifanweisung sollten die Viskositatswerte anfangs zwischen 7,2
und 8,8 mPa-s liegen. Diese Werte konnten im non-GMP Labor immer erzielt werden. Im
Auftragslabor der PharmBioTec konnte dies nicht immer erzielt werden. Mit Genehmigung
des Sponsors Prof. Dr. Langguth wurden die Spezifikationen auf 7,0 — 9,0 mPa-s angehoben
und die Spezifikationen gedndert. Beim Test auf entnehmbares Volumen (Ph. Eur. 9.3,
2.9.17) konnten die 2 ml nicht immer aus dem Autoinjektor erzielt werden. Durch das Fullen
und VerschlieBen von Hand bleibt zwischen den Lamellen des Gummistopfens Flissigkeit
zurick, die beim Injizieren der Flussigkeit nicht komplett ausgestolen wird. Da hdchstens
0,1 ml verloren ging wurde die Prifanweisung nicht gedndert und OOS-Ergebnisse nach
Dokumentation durch Abweichungsmeldungen in Absprache mit Prof. Dr. Langguth

akzeptiert.

6.5 Invivo Grundlagenstudie

In dieser Studie wurde der Einfluss der Injektionsgeschwindigkeit auf das Schmerz- und
Juckreizempfinden, bewertet, sowie die allgemeine Vertréglichkeit einer 2 ml Placeboldsung
der Viskositat 8 cP (bestehend aus Natriumcarboxymethylcellulose und Natriumchlorid,
sowie Wasser fiur Injektionszwecke) getestet. Ebenfalls wurden die Variablen Alter,
Geschlecht, BMI und Dicke der Fettschicht an Oberschenkel und Bauch miteinbezogen und

deren Einfluss analysiert.

Die Auswertung der Studie zeigt eine gute Akzeptanz des injizierten VVolumens von 2 ml.

Ein solches Volumen einer Placebolésung in 10, 15 und 20 Sekunden mittels Autoinjektor
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zu verabreichen, ist technisch machbar und fur den Probanden zumutbar. Die lokalen
Nebenwirkungen an der Einstichstelle waren gering und akzeptabel. Der eigens fur die
Studie konzipierte Autoinjektor wurde erfolgreich im klinischen Umfeld getestet. Die

Zeitmessung und somit das Monitoring der Injektion funktionierten einwandfrei.

Anhand der Studienergebnisse zeigt sich, dass sowohl Schmerz- als auch Juckreizempfinden
bei allen Injektionen sehr gering (Schmerz maximal 45 mm, Juckreiz maximal 30 mm)
waren und niemals Uber 50 % der 100 mm VAS Skala eingestuft wurden. Das mittlere
Schmerzempfinden war mit 9,05 mm sehr gering und auch das mittlere Juckreizempfinden
war mit 3,175mm sehr gering. Das Schmerzempfinden nahm mit steigender
Injektionsgeschwindigkeit, sowie mit steigendem Alter zu. Durch die hohe Federstéarke
(hohe Injektionsgeschwindigkeit) kommt es zu einem schnellen Einstich der Nadel und
einem schnellen AusstoR der Flissigkeit. Durch das Eintreten der Flussigkeit als Bolus kann
es zur Verdrangung und damit zur Deformation des Gewebes an der Einstichstelle kommen.
Um dem Druck entgegen zu wirken sind ebenso Risse im umliegenden Gewebe denkbar
Durch den erhéhten Druck entstehen Dehnungsreize, die Schmerzrezeptoren aktivieren. Bei
héheren Geschwindigkeiten ist der Druck groRer und somit auch der Schmerz. Das bedeutet,
eine 20 Sekunden Injektion von 2 ml ist schmerzdrmer als eine 10 Sekunden Injektion
desgleichen VVolumens.

Es gibt sowohl Berichte in der Literatur, die einen Zusammenhang zwischen
Injektionsgeschwindigkeit und Injektionsschmerz feststellten, sowie Berichte, die dies nicht
taten (86). Heise et al. fand heraus, dass die Injektionsraten von 150, 300, 450”?1keinen

Effekt auf das Schmerzempfinden hatten (41). Eine andere Quelle widerspricht den von

Heise et al. gefundenen Ergebnissen. Eine Studie bestétigt, dass das Schmerzempfinden bei
Patienten, die 1000 ul Lidocain subkutan in den Unterarm in 5 Sekunden (200 ”?l) gespritzt
bekamen, hohere Schmerzen empfanden, als Patienten, die dasselbe Volumen in
30 Sekunden verabreicht bekamen (33 “;l) (87). Dies unterstutzt die These, dass das

Schmerzempfinden mit steigender Injektionsgeschwindigkeit ansteigt. Auch Chan et al. fand
heraus, dass eine Injektion von Heparin (200 ul) in den Bauch verabreicht tber 10 Sekunden

(20 ”?l) schmerzhafter ist, als eine Injektion desselben Volumens verabreicht tber 30

Sekunden (7 ”;l) (88). In einer weiteren Studie wurde ein Zusammenhang zwischen der

Injektionsrate und dem Schmerzempfinden festgestellt (52). Eine subkutane Injektion von

3,5 ml einer viskosen Placebopufferldsung tiber 10 min in das subkutane Fettgewebe war
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weniger schmerzhaft als eine subkutane Injektion von 1,2 ml Gber 5 Sekunden. Diese war
wiederum weniger schmerzhaft als eine Injektion von 3,5 ml (iber einen Zeitraum von 1 min.
Dies bedeutet, dass hohere VVolumina gegeben werden kdnnen, allerdings verteilt tiber einen
ldngeren Zeitraum. Dias et al. verwendete ebenfalls eine Placebolésung mit
Natriumcarboxymethylcellulose als viskositatserhohendes Agens. Allerdings wurde hier nur

eine 5 cP Losung verwendet, wahrend wir eine etwas viskosere Losung verwendeten (8 cP).

Neben dem Schmerzempfinden wurde in dieser Studie auch das Juckreizempfinden getestet.
Dabei konnte festgestellt werden, dass der Juckreiz mit steigender Injektionsgeschwindigkeit
signifikant steigt, die Erklarung dafir konnte ahnlich wie beim Schmerzempfinden sein, nur

dass spezielle Juckreizneurone aktiviert werden, die die Juckreizreaktion hervorrufen.

Der Alters-Effekt ist im linearen gemischten Modell nicht signifikant. Im reduzierten Modell
wurde ein signifikanter Zusammenhang gefunden. Fir die These, dass das
Schmerzempfinden mit steigendem Alter ansteigt, gibt es keine Bestatigung. Zwar sind im
Alter chronische Erkrankungen hdaufiger (89), einen Hinweis auf eine Erhéhung oder
Erniedrigung der Schmerzschwelle im Alter gibt es jedoch nicht. Um hier eine genauere
Aussage treffen zu kdnnen, mussten mehr Probanden mit einer grofleren Altersstreuung

miteinbezogen werden.

In dieser Studie wurde neben der Injektionsgeschwindigkeit auch der Einfluss des
Injektionsortes auf das Schmerzempfinden untersucht. Jeder Proband bekam mindestens
zwei Injektionen in den Oberschenkel und zwei Injektionen in den Bauch. Die Dummy-
Injektion wurde dem Probanden entweder in den Oberschenkel oder in den Bauch appliziert.
Die Injektionen in den Bauch stellten sich als schmerzhafter heraus als die Injektion in den
Oberschenkel. Nur sehr sportliche Probanden mit trainierten Beinen gaben bei der
Befragung an, dass der Oberschenkel ebenfalls sehr schmerzhaft ist. In der Studie von Heise
et al. wurde herausgefunden, dass der Schmerz am Oberschenkel gréRer ist als am Bauch,
unabhéngig von der Injektionsgeschwindigkeit und dem Injektionsvolumen. Diese Aussage
wird auch in anderen Studien unterstitzt (90, 91). Bis auf zwei Probanden hatten alle
Probanden in dieser Studie mehr Fettgewebe am Oberschenkel als am Bauch. Dies kdnnte
ebenfalls eine Rolle spielen. In dieser Studie liegt die subkutane Fettschicht am Bauch
zwischen 4 und 26 mm und am Oberschenkel zwischen 6 und 35 mm. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Schmerzempfinden und dem BMI bzw. der Fettdicke an
Oberschenkel und Bauch konnte jedoch in dieser Studie nicht gefunden werden. Mit einer

groReren Probandenanzahl hatte man eventuell ein anderes Ergebnis erzielen konnen.
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Neben der Injektionsgeschwindigkeit und dem Injektionsort wurden in der Literatur auch
andere Variablen getestet. In einer weiteren Studie von Becton Dickinson wurde der
Einfluss wvon Injektionsvolumen, Viskositdt und Injektionsrate untersucht. Ein
Injektionsvolumen von bis zu 3 ml, sowie Viskositdten von 15 - 20 cP wurden als spritzbar
und akzeptabel angesehen (40). Getestet wurde hier die Injektion in den Bauch. Bislang wird
bei subkutanen Injektionen ein Volumen von <1,5 ml empfohlen (92). Die Aussage, dass
Viskositaten von 15 - 20 cP und Volumina von 3 ml spritzbar und vertraglich sind, sind von
enormer Wichtigkeit, da der Trend in Zukunft zu immer héheren Viskositaten und Volumina
gehen wird (siehe Abschnitt 3). Das Schmerzempfinden nimmt in dieser Studie mit
steigender Viskositat ab. Es gibt jedoch keine Quellen, die diese Hypothese stitzen.
Denkbar wére ein geringeres Spreiten der Flussigkeit aufgrund der hohen Viskositat. Somit
werden weniger Dehnungsreize auf umliegende Schmerzrezeptoren ausgelibt. Die

Injektionsrate hatte in dieser Studie keinen signifikanten Einfluss auf den Schmerz.

Heise et al. findet auch einen Zusammenhang zwischen dem Injektionsvolumen und dem
Injektionsschmerz ~ (41). Mit steigendem Injektionsvolumen steigt auch der

Injektionsschmerz. Diese Aussage wird auch durch andere Studien bestatigt (93, 94).

Die Formulierung (pH-Wert, Osmolaritat, Pufferauswahl, Viskositat), sowie die Art des
Arzneistoffes bzw. die Art der Hilfsstoffe konnen ebenfalls eine Rolle beim
Schmerzempfinden spielen (8). Der pH-Wert der Loésung kann enorm zum
Schmerzempfinden beitragen (95, 96). Vor allem Formulierungen, die sauer oder basisch
sind, beeinflussen den Injektionsschmerz (95). Die verwendete Lésung musste daher einen

pH-Wert von 6 - 8 besitzen. Neutrale Losungen sollten keine Schmerzen auslésen.

Bereits intensiv untersucht, ist der Einfluss der Nadeleigenschaften (Nadelgeometrie,
Nadelldange und Nadeldurchmesser) auf das Schmerzempfinden. Kleinere Nadeldurchmesser
kénnen den Schmerz signifikant herabsetzen (97). In manchen Studien wird der
Injektionsschmerz flir den Nadeleinstich separat vom Injektionsschmerz durch den Ausstol}
der Flissigkeit betrachtet. Bei Heise et al. wurde festgestellt, dass der Nadeleinstich an sich
schon Injektionsschmerzen auslésen kann (41). In Abschnitt 5.1 wurde festgestellt, dass die
Nadel mit einer Geschwindigkeit von ca. 3 m/s in das Gewebe einsticht. Dieser Vorgang ist
eventuell schon der bedeutendste Faktor fur den Injektionsschmerz. Eine Abgrenzung des
Schmerzempfindens wéhrend des Injektionsprozesses wurde in dieser Studie nicht
untersucht. Die Probanden mussten das Schmerzempfinden direkt nach der Injektion
bewerten. Um diese Fragestellung zu untersuchen misste das Schmerzempfinden nach

Nadeleinstich alleine und nach dem vollstdndigen Injektionsprozess analysiert werden.
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Viele Patienten verbinden gerade die Nadel mit Schmerzen und empfinden eine Injektion oft
als unangenehm. Optimierte Nadeln sind spitze, kurze Nadeln mit geringem Durchmesser
(45-48). Diese scheinen am wenigsten Schmerzen zu verursachen. Auch die Nadelldnge hat
vermutlich einen Einfluss auf das Schmerzempfinden (46). In einer Studie mit Diabetes
Mellitus Patienten bevorzugten 89 % der Patienten die 6 mm Nadel gegenlber der 12,7 mm
Nadel (48). Besonders auf dem Gebiet der Insulintherapie wurden in den vergangenen
Jahren dinnere und kirzere Kanilen entwickelt (48, 98), da Insulin oft falschlicherweise
intramuskulér injiziert wurde (99-101). Besondere Bedeutung hatten dabei Kinder, deren
Subkutis haufig dunner ist (102). Deshalb wurde in unserer Studie eine 27 G, 5-fach
geschliffene Nadel mit 12,7 mm Lange verwendet, die fur biotherapeutische Applikationen
geeignet ist. Um die Akzeptanz zu steigern, werden oft automatische Injektionssysteme

entwickelt, bei denen die Nadel zu keinem Zeitpunkt der Injektion sichtbar ist (8, 46).

Vergleicht man alle Quellen miteinander muss auch immer die Applikationsart und das
Device mit dem appliziert wird mit einbezogen werden. Wahrend mit einem Autoinjektor
eine automatisierte subkutane Injektion erzeugt wird, wurde in vielen Quellen mit einfachen
Spritzen manuell injiziert. Hier ist es schwieriger die gewilnschten Injektionszeiten zu
erzielen und die Nadel beim Einstich und bei der Injektion ruhig zu halten. Betrachtet man
die Injektion durch Autoinjektoren im Vergleich zu manuellen Spritzen so féllt auf, dass die
Injektion mit einem Autoinjektor gegeniiber der Injektion durch Spritzen bevorzugt wird
(103). In dieser Studie empfanden Patienten, die einen Adalimumab-Autoinjektor nutzten,
weniger Schmerzen als Patienten, die traditionelle Fertigspritzen verwendeten. Eine andere
Studie fand heraus, dass ein handelsiiblicher Autoinjektor (BD Physioject™) weniger
Schmerzen hervorruft als eine Fertigspritze und fur die zukinftige Therapie bevorzugt wird
(8). In dieser Studie wurde eine 12.7 mm lange 27 G Nadel mit automatischer
Nadelinsertion verwendet, die 8 mm in die Haut einsticht. Dies ist vergleichbar mit der hier
verwendeten Nadel, die den Mafen der Nadel und der Tiefe des Einstechens entspricht (vgl.
Abschnitt 5.1).

Heise et al. und Berteau et al. injizierten mit einer Spritze, die an eine elektrische Pumpe
angeschlossen war (40, 41). Dies ist die genaueste Methode um verschiedene
Injektionsgeschwindigkeiten zu erzielen, da diese genau am Gerét eingestellt werden
konnen. Die Applikation ist damit unabhéangig von der Beschaffenheit der Injektionsstelle
und dem Widerstand, den das Gewebe der Injektion entgegensetzt. Eine groRe Rolle spielt
auch der Injektionsort, der in den Quellen verwendet wird, da es, wie festgestellt nicht egal

ist, ob in den Bauch oder in den Oberschenkel appliziert wird, sowie die unterschiedlichen

162



6.5 In vivo Grundlagenstudie

Intervalle, die als Injektionsraten verwendet werden (41). Wahrend bei uns Injektionsraten

von 109 bis 336 ”?l erzielt werden, sind es in der Studie von Heise et al. beispielswiese 150

bis 450 “;l

Durch Kenntnis der maximal mdglichen Injektionsrate und des Schmerzempfindens kénnen
Patienten darauf hingewiesen werden, wie schnell sie mit einem Pen oder einer Fertigspritze
injizieren sollen. Device Entwickler wissen welche Federn nétig sind, um den Schmerz so
gering wie moglich zu halten. Patienten kann vermittelt werden, welcher Injektionsort am
angenehmsten ist und welche Injektionstechnik sie anwenden sollen (bspw. Injektion in
Hautfalte, 90°). Durch eine Verringerung des Injektionsschmerzes wird die Compliance der

Patienten gesteigert und die Lebensqualitét verbessert.

6.5.1 Grenzen der Studie

Nach meinem Kenntnisstand ist dies die erste Studie, die einen variablen Autoinjektor zur
Mehrfachanwendung einsetzt. Die Studie war eine Pilotstudie. Deshalb wurden die
Parameter nur an einem kleinen Probandenkollektiv von 16 Probanden getestet. Durch eine
hohere Anzahl an Probanden kénnten mehr Variablen getestet werden und eventuell mehr

signifikante Beziehungen hergestellt werden.

Die Injektionszeiten fiir Autoinjektoren sind typisch kleiner als 10 Sekunden, da man davon
ausgeht, dass Patienten den Autoinjektor hochstens fur 10 Sekunden halten kdnnen (40). In
dieser Studie wurden Injektionszeiten von 5, 10 und 15 Sekunden getestet. Durch das
Ergebnis, dass niedrige Injektionsgeschwindigkeiten d.h. hohe Injektionszeiten weniger
schmerzhaft sind, konnten Patienten in Zukunft hohere Volumina in langen Zeitrdumen
verabreicht bekommen. Dies ware vergleichbar mit einer subkutanen Infusion.
Federbetriebene Autoinjektoren kommen bei langsamen Injektionsgeschwindigkeiten an
ihre Grenzen. Nimmt man schwache Federn, so kann es sein, dass diese die Injektionslésung
nicht komplett ausstoRen und die Injektion zum Erliegen kommt, bevor sie beendet ist. Sie
verschlechtern damit die Dosiergenauigkeit. Nimmt man etwas starkere Federn und bremst
diese durch mehrere Dichtungsringe und Fett am Federkolben stehen die Chancen besser,
die Injektionslosung komplett auszustof3en, da zum Ende hin genitigend Kraft vorhanden ist,
um die Kolbenstange bis zum Ende der Spritze zu driicken. Trotzdem kann es auch hier sein,
dass der Kolben durch die hohe Reibung stehen bleibt, oder der Injektor bei Druck auf den
Ausloseknopf nicht auslost. Da der federbetriebene Autoinjektor aber vor allem bei den
langen Injektionszeiten von beispielsweise 20 Sekunden eine ungleichméliige Ausbringung

zeigte, misste auf elektrisch betriebene Autoinjektoren oder elektrische Pumpen
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6 Diskussion

umgeschwenkt werden. Fir einen elektrischen Antrieb misste der Autoinjektor umdesigned
und handlicher gemacht werden, damit in ihrer Motorik eingeschrénkte Patienten das Gerat
fir mehrere Sekunden/Minuten halten kénnen.

Diese Studie war eine einfach verblindete Studie. Die Study Nurse und das Studienteam
mussten fir die Vorbereitung der Autoinjektoren Uber das Therapieschema aufgeklart

werden.

Die visuelle Analogskala ist ein Tool zur Objektivierung des Schmerzempfindens. Schmerz
ist ein qualitatives subjektives Erlebnis, das schlecht quantifiziert werden kann. Erste
Untersuchungen zur Quantifizierung des Schmerzes an Ratten finden bereits statt (104). Die
VAS oder numerische Rating Skala (NRS) ist Mittel der Wahl zur Einstufung von
Schmerzen und wird auch im klinischen Alltag bspw. in der Onkologie zur Einstufung der

Schmerzen wahrend einer Chemotherapie verwendet.

Durch diese Studie konnen keine Aussagen Uber das Schmerzempfinden an anderen
Kdrperstellen getroffen werden. Da ein Placebo injiziert wurde, ist keine Aussage Uber
pharmakologische Wirkungen moglich.
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7 Fazit

Zusammenfassend konnten bei einer Probandenanzahl von 16 Probanden und bei der hohen
individuellen Variabilitat der Schmerz- und Juckreizbewertung signifikante Beziehungen

festgestellt werden. Eine Injektion von 2 ml einer 8 cP Placeboldsung verabreicht mit einem
Autoinjektor mit Injektionsgeschwindigkeiten von 0,1 - 0,3 mTl in Bauch und Oberschenkel

ist gut vertraglich und relativ schmerzfrei. Eine Mehrheit bevorzugte die Injektion in den
Oberschenkel. Reaktionen an der Einstichstelle waren nicht gravierend. Aufgrund der
Studienlage und der Unterschiede zu anderen Untersuchungen (siehe Abschnitt 6.5) sollte
der Umfang der vorliegenden Studie erweitert werden, um allgemein giltige Aussagen

treffen zu kdnnen.

Bei den Vorentwicklungen zur Studie fiel auf, dass der Patient als Variable unbedingt mit
einbezogen werden muss. Gerade bei geringer Federstarke und damit verbunden geringen
Injektionsgeschwindigkeiten, bzw. geringen Viskositaten ist es wichtig, den durch den
Patienten erzeugten Gegendruck im Gewebe als Variable zu beriicksichtigen.

Durch die Ergebnisse der Studie kénnen Funktionen und Design des Autoinjektors getestet
und maoglicherweise gedndert werden. Da Gelatine als Hautmodell nur fiir die mechanischen
Tests an Autoinjektoren, aber nicht zur Vorhersage des Verhaltens der Fliissigkeit in vivo
geeignet ist, muss ein neues Hautmodell und ein neuer Injektionstest entwickelt werden, der

den Gegendruck des menschlichen Gewebes mit einkalkuliert.
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8 Ausblick

Keine der in Abschnitt 6.5 genannten Quellen untersuchte alle Variablen (Viskositét,
Volumen, Injektionsgeschwindigkeit, und Injektionsort) umfassend. Um die Ergebnisse der
Pilotstudie zu untermauern und neue Erkenntnisse zu gewinnen, wird eine
projektunabhéngige Folgestudie mit einer groReren Probandenanzahl in Zukunft
durchgefihrt werden, die verschiedene Volumina, Viskositaten und
Injektionsgeschwindigkeiten an Oberschenkel und Bauch testet. Diese Studie wurde bereits
geplant und ist auch schon von der Ethikkommission genehmigt. In dieser Studie wird man
versuchen die Grenzen des Schmerz- und Juckreizempfindens zu erdrtern um die Maxima an
Volumen, Injektionsgeschwindigkeit und Viskositat fur die Entwicklung von Autoinjektoren

auszuloten.

Auf dem Gebiet der subkutanen Injektionen von Biopharmazeutika sind noch nicht viele
Erkenntnisse veroffentlicht. Somit bleiben einige Fragen offen, bspw. wie man sicherstellen
kann, dass der Wirkstoff die subkutane Schicht in seiner vollen Dosis erreicht. Berteau et al.
zeigte, dass 92 % der Injektionen im subkutanen Gewebe ankommen (40). Abhéngig ist dies
von den Charakteristika des Devices (Nadellange der ausgefahrenen Nadel) und den
anatomischen Gegebenheiten (Applikationsort, Subkutisdicke, BMI) des Patienten. Um
diese ndher zu ergrinden, muss die Frage geklart werden, wie der Wirkstoff sich raumlich
zu Beginn und Uber die Zeit verteilt und wie er in Blutgefalie bzw. zum Zielorgan gelangt.
Primare Zielparameter sind dabei die Injektionszeit, Form des Injektionsbolus (Ultraschall),
lokale Nebenwirkungen an der Injektionsstelle (Fotoaufnahme) und Schmerz- und
Juckreizempfinden (visuelle Analogskala). Fur die Aufnahme des Injektionsbolus soll ein
Ultraschallmessgerdt verwendet werden, um den Weg und die Verteilung der
Injektionsflissigkeit zu visualisieren. Dazu wird der Autoinjektor mit einem Adapter mit
zwei senkrechten Ultraschall-Elementen ausgeristet. Das folgende Bild stellt den Halter flr
den Autoinjektor (Injektorgeh&use-Unterteil) mit zwei Ultraschall-Scannern dar. Unter dem

Adapter sind die Schallfelder angedeutet.
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8 Ausblick

Injektogeh&use
-Unterteil

Ultraschall-
Ultraschall- Scanner

Scanner

Abbildung 119: Ultraschall Adapter.

Dies wird dazu beitragen die Transportwege und Mechanismen in der Haut wahrend und
nach der Injektion aufzuklaren. Es wurde bestétigt, dass Ultraschall eine effektive und
reproduzierbare Methode ist, um die Hautdicke, Tiefe und Breite des Fluiddepots im
subkutanen Gewebe zu messen (8, 100, 105, 106).

In den letzten Jahrzenten entwickelte sich der Trend zu Geraten zur Selbstinjektion, wie z.B.
Pens, Fertigspritzen und Autoinjektoren. Der Markt fir Selbstinjektions-Devices (Pens und
Autoinjektoren) wird auch in Zukunft berdurchschnittlich wachsen. Grund dafir ist der
steigende Bedarf an Protein basierten Therapien. Zwei Drittel aller sich in Entwicklung
befindenden Arzneistoffe sind Biologika (2). Ebenfalls ist ein Anstieg an Neuerkrankungen
wie z.B. Diabetes mellitus zu verzeichnen. Zusatzlich wird aufgrund von steigenden Kosten
des Gesundheitssystems ein Trend zur Selbstinjektion erwartet (5). Damit muss der Patient
nicht mehr bei jeder Injektion den Arzt, oder das Krankenhaus aufsuchen und kann dies

alleine von zu Hause aus durchfiihren. Dies bedeutet eine enorme Kosteneinsparung.

Beispielsweise sollen Antikorpertherapien in der Krebsbehandlung, die aktuell infundiert
werden, umformuliert werden, sodass eine subkutane Selbstinjektion moglich wird (5).
Auch in neuen therapeutischen Gebieten wie Alzheimer oder kardiovaskuldren
Erkrankungen versucht man eine Selbstinjektionstherapie méglich zu machen (5). Bislang
sind Uber 62 % der Kombinationsprodukte zum Einmalgebrauch gedacht, wobei an wieder

verwendbaren, aufladbaren oder elektronischen Autoinjektoren gearbeitet wird. In der
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Formulierungsentwicklung arbeitet man an der Verbesserung der Stabilitdt von Ldsungen

und langwirksamen Depotformulierungen, die der Patient weniger oft injizieren muss (107).

Der Trend wird in Zukunft zu immer héheren Volumina (>10 ml) gehen, die langsam
verabreicht werden. Mit einem federbetriebenen Autoinjektor kénnen solch hohe Volumina
und lange Injektionszeiten nicht appliziert werden. Um dieses Problem zu lésen kénnte ein
elektrischer Antrieb mit programmierbaren Injektionsgeschwindigkeiten in den Autoinjektor
eingebaut werden. Daraus folgt ein komplexerer CE-Kennzeichen Vergabeprozess, da es
sich dann um ein aktives Medizinprodukt handelt. Mit dem Trend zu hoheren Volumina
waére eine solche Entwicklung jedoch sinnvoll. Der Autoinjektor soll dabei handlich und

transportabel bleiben.

Hautmodelle werden in Zukunft an Bedeutung gewinnen. Bislang ist noch kein brauchbares
Hautmodell auf dem Markt. In federbetriebenen Systemen muss der individuelle
Gegendruck des menschlichen Gewebes bei der Injektion mit einbezogen werden. Mit einer
neuen in vitro Testmethode fiir Autoinjektoren soll man in Zukunft sowohl den Gegendruck
sportlicher Probanden simulieren kénnen (niedrige Injektionsgeschwindigkeit), als auch den
geringen Gegendruck von Stellen mit hohem Fettgehalt (hohe Injektionsgeschwindigkeit,
schmerzhaft). Dazu muss ein Drucksensor in das Hautmodell eingebaut werden.

15

Abbildung 120: Hautmodell mit Druckmesszelle.

In ferner Zukunft soll aus den Ergebnissen weiterer Studien ein Hautmodell mit dicker
subkutaner Schicht generiert werden, dass den Gegendruck der Haut simulieren kann ,
Aussagen zur subkutanen Spritzbarkeit macht und welches den Bedarf an Tierversuchen und

in vivo Studien reduzieren wird.
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