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REFERAT

Referat

Juckreiz ist ein Symptom einer komplexen neurosensorischen Dysregulation, wird
durch unterschiedliche pathogenetische Vorgénge ausgeltst und tritt bei einer Vielzahl
von Haut- und Systemerkrankungen auf. Wegen der starken Beeintrachtigung der
Lebensqualitat insbesondere bei chronischem Juckreiz besteht ein grof3er Bedarf an
effizienten Therapien. Auch bei der Psoriasis, einer chronisch-entziindlichen
Systemerkrankung, finden sich am Hautorgan juckende, entziindliche Effloreszenzen.
Die Pathogenese des psoriatischen Pruritus ist bisher nicht vollstandig verstanden,
wird allerdings im Zusammenhang mit einer Dysfunktion des GABAergen Systems
gesehen. Zur topischen Therapie des psoriatischen Juckreizes wird Chloralhydrat in
einem Rezepturarzneimittel eingesetzt. Da zur Einschatzung der Sicherheit bisher
keine Kklinischen Studien vorliegen, wurde in der vorliegenden Arbeit anhand
préklinischer Untersuchungsmethoden (HET-CAM-Test, Scratch-Assay) die kutane
Vertréglichkeit untersucht und durch eine ausfuhrliche Literaturrecherche die kutane
und systemische Bioverfligbarkeit anhand toxikologischer Daten bewertet. Die
Ergebnisse zeigen, dass die topische Anwendung von Chloralhydrat in einer 3%-igen
Formulierung in der Indikation Psoriasis sowohl beziglich der kutanen Vertraglichkeit
als auch systemischen Sicherheit als unbedenklich eingestuft werden kann. Allerdings
kann aufgrund fehlender klinischer Daten ein Restrisiko nicht ausgeschlossen werden.
Aus regulatorischer Sicht kann durch die nun vorgelegten Ergebnisse und Analysen
eine Plausibilitatsprifung sowohl durch den Apotheker als auch durch den
verordnenden Arzt erfolgen, um Chloralhydrat in Rezepturarzneimitteln fr die topische
Applikation einsetzen zu koénnen. Um die antipruriginése Wirksamkeit von
Chloralhydrat in definierten Indikationen belegen zu kdnnen, sind kontrollierte klinische

Studien unverzichtbar.
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INHALTSVERZEICHNIS

1. Einleitung

1.1 Physiologische und pathophysiologische Grundlagen des Pruritus
Chronischer Pruritus ist ein haufiges, gleichwohl subjektives Symptom einer
eigenstandigen Sinneswahrnehmung, welches auf einer gestdrten neurosensorischen
Aktivitat beruht (Yosipovitch G, Rosen JD et al. 2018). Das neuronale Signal wird tUber
primar afferente Fasern, die auch als Prurizeptoren bezeichnet werden, von der
Peripherie Uber das Rickenmark ins Gehirn geleitet (Najafi P, Carre JL et al. 2020).
Nach biophysikalischen Kriterien werden diese pseudounipolaren und polymodalen
Prurizeptoren in dinne myelinisierte As-Fasern (Durchmesser 2-5 pum,
Leitgeschwindigkeit bis zu 8 m/s) und nichtmyelinisierte C-Fasern (Durchmesser 0,2-
1,5 um, Leitgeschwindigkeit geringer als 2 m/s) unterteilt. Diese Fasern sind in ein
interaktives Milieu eingebettet, welches durch molekulare, chemische, physikalische
und zellulare Faktoren bestimmt und geprégt wird (Van Laarhoven AIM, Marker JB et
al. 2019). Diese Zusammenh&nge machen deutlich, dass insbesondere entziindliche
Reaktionsmuster des Hautorgans Einfluss auf den Funktionszustand der Prurizeptoren
nehmen kénnen. Vor diesem Hintergrund werden zwei funktionelle Grundmuster und
daraus abgeleitet vier molekulare Kaskaden der Juckreizvermittiung unterschieden
(Nakagawa H und Hiura A 2013). So wird ein histaminerges von einem nicht-
histaminergen Grundmuster differenziert, was auf die hohe klinische Bedeutung der
Uber Histaminrezeptoren (H1R-H4R) vermittelten pruritogenen Effektivitat von Histamin
hinweist (Fermont DC, Haggie SJ et al. 1976; Belcheva A und Zhelyazkova M 1988;
Grossmann M, Jamieson MJ et al. 1999). Allerdings kénnen Histamin bzw. Endothelin-
1 (ET-1) auch Uber den transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1) ebenfalls
Juckreiz induzieren (Gopinath P, Wan E et al. 2005; Shim WS, Tak MH et al. 2007,
Kittaka H und Tominaga M 2017). Fir das nicht-histaminerge Grundmuster wird eine
Aktivierung von protease activated receptor 2 (PAR-2) und eine Aktivierung von 5-
Hydroxytryptamin/Serotonin (5-HAT) unterschieden (Akiyama T, Carstens Ml et al.
2010; Kempkes C, Buddenkotte J et al. 2014). Die genannten Grundmuster und
Kaskaden durfen dabei nicht als feste Funktionsablaufe, sondern vielmehr als
Funktionsmuster mit vielen méglichen und zum Teil noch unbekannten Variablen
verstanden werden. Zudem sind auch weiterfihrende Mechanismen fur die Aktivierung
von Prurizeptoren bekannt, die durch die vereinfachte Systematik nicht abgedeckt
werden (Rinaldi G 2019). Fur das Verstandnis der Physiologie und Pathophysiologie
des Juckreizes ist es essentiell, dass die Funktionsebenen Haut, Prurizeptoren
(inklusive Ruckenmark) sowie Gehirn als Funktions- und Signalverarbeitungseinheit

betrachtet werden missen. Insgesamt liegt dem Symptom Juckreiz und insbesondere
1
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bei chronischem Auftreten eine komplexe Fehlregulation auf neurosensorischer und
molekularer/immunologischer Ebene zugrunde. Diese durch Emotionen, Gedachtnis
und individuelle Verarbeitungsstrategien modulierte Komplexizitdt macht es im
klinischen Kontext haufig sehr schwierig Ursachenkonstellationen zu erkennen bzw.
therapeutische Konzepte zu entwickeln und zu validieren (Yosipovitch G, Rosen JD et
al. 2018; Najafi P, Carre JL et al. 2020).

Insbesondere im Gehirn, aber auch in anderen Organen, findet sich ein durch
Glutamatdecarboxylase aus Glutamat synthetisierter inhibitorischer Neurotransmitter,
die Gamma-Aminobuttersdure (GABA) (Chebib M und Johnston GA 1999; Watson AH
2003). Die Wirkung von GABA erfolgt Uber unterschiedliche Rezeptoren, die aus
Untereinheiten bestehen und in drei GABA-Rezeptor-Typen unterteilt werden kénnen
(GABAAc) (Sarto-Jackson | und Sieghart W 2008). GABA, und GABA: gelten als
ionotrope (lonenkandle) und GABAg als metabotrope (G-Protein-vermittelte Aktivierung
der Adenylatzyklase) Rezeptoren. So konnten auch an unmyelinisierten Prurizeptoren
in der Haut GABAA-Rezeptoren nachgewiesen werden, die mit Immuneffektorzellen
(Makrophagen, Neutrophile, Lymphozyten) interagieren. Daraus wurde eine Hypothese
entwickelt, die eine GABA-erge neuroimmunologische Entziindungsantwort als Teil
eines Tyl7-mediierten psoriatischen Entziindungsmusters postuliert. Spater konnte
eine Uberexpression von GABA-Rezeptoren in psoriatischer Haut nachgewiesen
werden, so dass ein funktionales Bindeglied zwischen entzindlicher und
neurosensitiver Aktivitat identifiziert wurde (Sarto-Jackson | und Sieghart W 2008;
Nigam R, EI-Nour H et al. 2010). Mittlerweile werden &hnliche Zusammenhange auch
bei anderen Entziindungsmustern des Hautorgans vermutet (Lee YJ, Kim JE et al.
2014). Dies bietet bei entziindlichen Dermatosen die Moglichkeit GABA-erge Agonisten
therapeutisch via systemischer und topischer Administration zu validieren (Bryson E,
Asbill S et al. 2014; Matsuda KM, Sharma D et al. 2016).

1.2 Psoriasis als Systemerkrankung

Die Psoriasis vulgaris wird heute als eine Ty/Thi7-Zell-vermittelte, chronisch-
entzindliche Systemerkrankung auf dem Boden einer polygenen genetischen
Disposition verstanden (Armstrong AW und Read C 2020; Gran F, Kerstan A et al.
2020; Perez-Chada LM, Balak D et al. 2020). Neben dem Hautorgan kénnen Gelenke,
Enthesien und gelenknaher Knochen betroffen sein, was man zusammenfassend als
Psoriasisarthritis bezeichnet (Alinaghi F, Calov M et al. 2019). Insbesondere bei
schwerem Krankheitsverlauf bzw. langer Krankheitspersistenz kdnnen zudem durch
die hohe entzindliche Last Komorbiditdten ausgelost, unterhalten bzw. verstarkt

werden (Owczarczyk-Saczonek A und Nowicki R 2014; Gerdes S, Mrowietz U et al.

2



EINLEITUNG

2016). Die haufigsten und klinisch bedeutsamsten Komorbiditdtsmuster sind
kardiovaskulare Erkrankungen, metabolisches Syndrom und psychopathologische
Belastungs- und Erkrankungsgeschehen (Egeberg A, Bruun LE et al. 2016; Snast |,
Reiter O et al. 2018; Peralta C, Hamid P et al. 2019). Am Hautorgan manifestiert sich
die Erkrankung in Form von erythematosquamdsen Plaques an sogenannten
Pradilektionsstellen, also Streckseiten der Extremitaten, Kopfhaut, Rima ani, Stamm,
gluteal und an den Nagelorganen (Jiaravuthisan MM, Sasseville D et al. 2007; Pasch
MC 2016; Wang TS und Tsai TF 2017). Dartber hinaus werden auch inverse Formen
beobachtet. Die typischen klinischen Effloreszenzen in Form von kombinierten Papeln
weisen bereits auf eine epidermale Differenzierungsstérung in Form einer
Proliferationshyperkeratose und Akanthose, als auch auf ein entziindliches Geschehen
hin. Letzteres ist neben Lymphozyten vor allem durch neutrophile Granulozyten

gepragt und kann auch pustuldse klinische Bilder bedingen.

1.3  GABAAa-Rezeptoren bei psoriatischem Pruritus

Haufig berichten Patienten mit entziindlich aktiven psoriatischen Lé&sionen Uber
Juckreizzustéande, die deren Lebensqualitat erheblich reduzieren konnen. In den
letzten Jahren wurden die Komplexizitdt und die individualpathologischen
Einflussfaktoren von Juckreiz bei Psoriatikern immer umfanglicher verstanden (Komiya
E, Tominaga M et al. 2020). Zudem wurde eine Vielzahl von Verstarkungs-
(Winterklima, Nachtruhe, heiRes Wasser und korperliche Anstrengung) und
Unterdrickungsfaktoren (Schlaf, kaltes Duschen) dieser Sinneswahrnehmung
identifiziert (Yosipovitch G, Goon A et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass das
Auftreten und die Schwere des Juckreizes mit der Schwere der Psoriasis korrelieren
(Szepietowski JC, Reich A et al. 2002; Lebwohl MG, Bachelez H et al. 2014).
Gleichwohl finden sich auch Hinweise, die diese Korrelation in Frage stellen
(Yosipovitch G, Goon A et al. 2000; Roblin D, Wickramasinghe R et al. 2014). Fir die
Pathophysiologie des Juckreizes bei Psoriasis werden neuronale (Neuropeptide,
Opioide, Neutrophine), immunologische (Zytokine), endokrine (Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse), vaskuldre (z.B. Prostanoide, Zelladh&sionsmolekile,
Wachstumsfaktoren) und enzymatische (Peptidasen) Vorgénge verantwortlich gemacht
(Komiya E, Tominaga M et al. 2020).

Zu den immunologischen Juckreizfaktoren bei Psoriasis wird auch der Umstand einer
Vermehrung GABA-positiver Makrophagen sowie die erhdhte Expression von GABA,-
Rezeptoren auf Lymphozyten im psoriatischen Hautgewebe gezahlt (Nigam R, EI-Nour
H et al. 2010). GABA ist ein bekannter inhibierender Neurotransmitter, der als

Aktivitatsmodulator flr verschiedene Immunzellen und potentieller Stimulator der
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Sekretion pruritogener Mediatoren (IL-31, IL-2) fungiert (Szepietowski JC und Reich A
2016). Auch in der zentralen Juckreizwahrnehmung und -verarbeitung ist GABA als ein
relevanter Neurotransmitter identifiziert worden (Chen L, Wang W et al. 2016). Diese
Zusammenhange begrinden die Sinnhaftigkeit, GABA-erge Substanzen wie
Gabapentin  bzw. Pregabalin praklinisch und Kklinisch zur Therapie von
Juckreizzustanden bei Psoriasis (Boyd ST, Mihm L et al. 2008) und dartber hinaus bei
unterschiedlichen Pruritusformen zu validieren (Manenti L und Vaglio A 2007; Tsukumo
Y, Matsumoto Y et al. 2011; Rayner H, Baharani J et al. 2012; Solak Y, Biyik Z et al.
2012; Matsuda KM, Sharma D et al. 2016; Akiyama T, Andoh T et al. 2018; Kaul I,
Amin A et al. 2018). Zudem gelang es bei anderen stark juckenden Dermatosen,
insbesondere bei der atopischen Dermatitis, die Bedeutung von GABA fir die
Pathogenese ebenfalls nachzuweisen. Hier wurden Agonisten von GABAA- (Muscimol)
und GABAg-Rezeptoren (Baclofen) im Mausmodell untersucht und ein Zusammenhang
mit der vermehrten Expression des pruritogenen Zytokins IL-31 nachgewiesen
(Cevikbas F, Braz JM et al. 2017; Heimall J und Spergel JM 2017). Diese
Beobachtungen machen deutlich, dass GABA-erge Arzneistoffe fur die Therapie von

Juckreizzustanden bei mehreren Indikationen geeignet sein kénnten.

1.4 Chloralhydrat

1.4.1 Hintergrund

Einer dieser Arzneistoffe konnte Chloralhydrat (CH) sein. CH wurde erstmals im 19.
Jahrhundert durch Justus von Liebig hergestellt und war seinerzeit das erste
synthetisch produzierte Schlafmittel der Welt (Kaude JV 1997; Oehme P 2019).
Damals nahm man félschlicher Weise an, CH wirde im Kérper nach systemischer
Applikation schnell zu Chloroform umgewandelt werden, da bekannt war, dass CH in
Gegenwart von Alkalien in Chloroform und Ameisensaure zerfallt (Oehme P 2019).
Spater wurde dann der Metabolismus von CH an Mausen, Ratten, Hunden, Affen und
schlieBlich im Menschen aufgeklart (Mishchikhin VA und Felitsyn FP 1988; U.S.
Environmental Protection Agency 2000). CH besitzt eine molare Masse von 165,42
g/mol und ist sehr gut wasserldslich. Es wird nach oraler Gabe vollstdndig und nach
topischer Applikation zu einem sehr hohen Anteil resorbiert (Zimmermann T, Wehling
M et al. 1998).
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1.4.2 Pharmakologie und Toxikologie

Sowohl in hepatischem, als auch extrahepatischem Gewebe (Erythrozyten,
Keratinozyten, Fibroblasten) erfolgt die Elimination von CH uber zwei wesentliche
metabolische Routen (Petersen BJ, Cornell NW et al. 1980; Cheung C, Smith CK et al.
1999). Durch Alkoholdehydrogenase (ADH) wird CH zu Trichlorethanol (TCE) und von
einer UDP-Glucuronosyl-Transferase zu TCE-Glucuronid umgewandelt, welches renal
eliminiert wird (Friedman PJ und Cooper JR 1960; Kaplan HL, Forney RB et al. 1967).
Bei Personen mit einem UDP-Glucuronosyltransferase-Mangel kann TCE im Korper
kumulieren und toxikologisch relevante Gewebespiegel erreichen. Die Halbwertszeit
von TCE wird mit ca. 10 Stunden angegeben und liegt damit um den Faktor 11
niedriger als bei Trichloracetat (TCA) (Hobara T, Kobayashi H et al. 1987). TCA wird
durch NAD+-abhangige Oxidation in der Leber gebildet, unterliegt keiner
Glucuronierung und wird ebenfalls Gber den Urin ausgeschieden (Abb. 1) (Kawamoto
T, Hobara T et al. 1988). Alternativ kann auch in sehr geringem Ausmal3 eine
hepatische Elimination durch Reduktion von TCA zu Dichloracetat oder eine direkte
renale Elimination von CH erfolgen (Owen BE und Taberner PV 1980; Abbas RR,
Seckel CS et al. 1996).

renale Elimination
ca. 8%

o enterohepatischer 'Gallen-
Lebér Kreislauf flissigkeit
Alkohol- TCE T .
m dehydrogenase 929 TCE-Glucuronide
— - 7
@ Glucuronat {
T
I
m Oxidation; NAD+ TCA
S Aldehyd- 8% renale
o dehydrogenase Elimination |
I

Abb. 1: Eliminationwege von Chloralhydrat, TCE=Trichlorethanol, TCA=Trichlorazetat,

NAD=Nicotinamidadenindinukleotid

Die Wirkung von CH beruht aber im Wesentlichen auf dem Einfluss des Metaboliten
Trichlorethanol (TCE) auf y-Aminobuttersdure (GABA)-induzierte Chloridstrome an
neuronalen Zellen und damit einer Verstarkung der neuroinhibitorischen Effekte von
GABA (Chebib M und Johnston GA 1999; Sarto-Jackson | und Sieghart W 2008). TCE

als aktiver Metabolit von CH bindet an GABAs-Rezeptoren und induziert einen
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Chloridioneneinstrom in die anliegende Nervenzelle, sodass vermehrt inhibitorische
postsynaptische Potentiale (IPSP) entstehen und die hemmende Wirkung von GABA
erhoht wird (Watson AH 2003). Daraus erklart sich die zentralnervos inhibierende
Wirkung von CH, wobei auch geringfligig atemdepressive Effekte resultieren kdnnen
(Mackay FJ und Cooper JR 1962; Van Heijst AN, Zimmerman AN et al. 1977; Fong
CY, Tay CG et al. 2017; Mataftsi A, Malamaki P et al. 2017). Die antiprurigindsen
Wirkungen von CH werden zudem durch ein paradoxes Phanomen der Depolarisation
afferenter sensorischer Neurone (primary afferent depolarization — PAD) erklart (Abb.
2) (Chen HT und Kandasamy SB 1996; Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017). Den Effekten
von CH Uber GABAA-Rezeptor exprimierende Entzlindungs- und Gewebezellen, also
nichtneuronalem Gewebe, wird eine geringe Bedeutung eingeraumt (Nigam R, EI-Nour
H et al. 2010).

sedierend

ZNS

=]

a __ GABA

ot wwssne +—— Trichlorethanol

Zytoplasma ) GABA,-R

crl e
\ o ¥ o 1 ) neuronale
f TACLIO §,  Cefahe Aktivitat

““ -

antipruriginos

Ricken-
mark

Abb. 2: Pharmakodynamik von Chloralhydrat Uber den Metaboliten Trichlorethanol,

ZNS=zentrales Nervensystem

Nach peroraler Applikation wird CH als kleinmolekulare Substanz und Prodrug rasch
resorbiert und metabolisiert (Buur T, Larsson R et al. 1988; Abbas RR, Seckel CS et al.
1996; Dao K, Ivanyuk A et al. 2013). Deshalb wurde CH friiher vermehrt als rasch
wirksames Sedativum bzw. Hypnotikum eingesetzt (Lichenstein R, King JC et al. 1993;
Keidan |, Gozal D et al. 2004). Im Gegensatz zu den Barbituraten beeinflusst CH die
REM-Schlafphasen nur gering und wurde deshalb bevorzugt (Almeyda J und Levantine
A 1972). Allerdings unterliegt der Einsatz von CH auch dem hohen Risiko der

Tachyphylaxie, so dass es bereits nach wenigen Tagen der Anwendung zu einem
6
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deutlichen Wirkverlust kommt (Hijazi OM, Haidar NA et al. 2005). Dartber hinaus tritt
haufig eine psychische Abhangigkeit ein, die als Chloralismus bezeichnet wird
(Condouris GA und Bonnycastle DD 1961; Graham SR, Day RO et al. 1988; Pershad
J, Palmisano P et al. 1999). Wegen der sich daraus fur die systemische Applikation
ergebenden Risiken und pharmakologisch im Nutzen-Risiko-Potential gunstigeren
Sedativa ist die Haufigkeit des klinischen Einsatzes in den letzten Jahren deutlich

zurlickgegangen.

143 Physikochemische Eigenschaften von Chloralhydrat

CH wird chemisch den Aldehydhydraten zugeordnet und entsteht aus der Reaktion von
Chloral mit Wasser. Unter Standardbedingungen ist CH ein wei3er, stechend
riechender kristalliner Feststoff, der aufgrund seiner Polaritat sehr gut wasserldslich ist
und seinen Schmelzpunkt bei 52°C bzw. seinen Siedepunkt bei 96°C erreicht. Die
Dichte betragt bei einem Dampfdruck von 13 mbar und 20°C 1,91 g/cm3 (U.S.
Environmental Protection Agency 2000).

1.4.4 Topische Anwendung von Chloralhydrat

Die topische Applikation von CH geht auf Neisser zuriuick, der eine 5%ige halbfeste
Zubereitung (Chloralhydrat-Campher-Salbe nach Neisser) zur Wundantiseptik und eine
10%ige Salbe zur Juckreizhemmung propagierte und einsetzte (Bruck C 1925; Kaude
JV 1997). Dartber hinaus waren alkoholische Ldsungen, Cremes und Lacke im
Konzentrationsbereich von 0.5% bis 1.0% CH im Gebrauch (Messer S 2014). CH wird
nach topischer Applikation rasch resorbiert (Bryson E, Asbhill S et al. 2014). Allerdings
liegen bisher keine Daten zur kutanen Bioverflgbarkeit nach topischer Applikation vor
(Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017).

Auf den historischen Erfahrungen aufbauend, wurde eine CH-haltige halbfeste
Formulierung vom Neuen Rezepturformularium (NRF) als Rezepturarzneimittel
aufgenommen (Neues Rezepturformularium 2015). In Kombination mit D-Campher
(2%) und L-Menthol (1%) wurde CH 3%ig in einer amphiphilen Creme (Basiscreme
DAC) beschrieben. Aufgrund des prozentualen Gehalts der genannten Inhaltstoffe wird
diese Magistralrezeptur umgangssprachlich auch als 1-2-3-Creme bezeichnet.
Weiterhin findet sich im NRF eine 3%ige CH-haltige anionische hydrophile
Cremezubereitung als wasserhaltige hydrophile Salbe (DAB) und einer 10%ige
lipophile Salbe unter Verwendung von wei3em Vaselin. Der enthaltene Campher dient
in den Rezepturen in erster Linie als Hilfsstoff, damit sich CH und Menthol verflissigen

und als eutektische Mischung homogen verarbeiten lassen (Messer S 2014).
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1.4.5 Toxikologische Betrachtung

Zur toxikologischen Bewertung von CH gibt es eine umfangreiche Datenlage, die
insbesondere wegen der klinisch beobachteten Geféahrdung bei oraler Anwendung im
Kindesalter erarbeitet wurde (Paret G, Kassem R et al. 1996; Beland FA, Schmitt TC et
al. 1998; World Health Organization 2000; Seng JE, Agrawal N et al. 2003; Dao K,
Ivanyuk A et al. 2013). Mit Bezug auf die Anwendung von CH als Sedativum wurden
insbesondere neurotoxische Effekte bei Vergiftungsszenarien beobachtet, beschrieben
und pathogenetisch diskutiert (Clarke MJ 1988; Goldsmith JP 1994; Ludwigs U, Divino
Filho JC et al. 1996; Nordt SP, Rangan C et al. 2014). Auch kardiologische
Intoxikationssymptome wurden bei Uberdosierung beobachtet (Wiseman HM und
Hampel G 1978; Gerretsen M, De Groot G et al. 1979). Wegen der klinischen
Relevanz, insbesondere bei Anwendung von CH im Kindesalter bzw. bei
Suizidversuchen, wurden auch Therapien zur Behandlung von Intoxikationen diskutiert
(Payne LC 1954; Vaziri ND, Kumar KP et al. 1977; Stalker NE, Gambertoglio JG et al.
1978; Riabinin VE und Lifshits Rl 1991; Ludwigs U, Divino Filho JC et al. 1996).
Daruiber hinaus ist aus Tierversuchen bekannt, dass unter Hochdosisanwendung von
CH hepatozellulare Tumoren und Hypophysenadenome auftreten kénnen (George MH,
Moore T et al. 2000; Von Tungeln LS, Yi P et al. 2002). Aus dermatologischer Sicht
von Interesse sind nach Unféllen mit systemischer Aufnahme von CH beobachtete
Reizungen an Mund- und Magenschleimhaut sowie Konjunktiven (Ogino K, Hobara T
et al. 1990; Caksen H und Odabas D 2001).

Aus Tierversuchen sind eine orale Dosis letalis media (LD50) von 479 mg/kg KG sowie
nach dermaler Applikation eine LD50 von 3,030 mg/kg KG bekannt (Sanders VM,
Kauffmann BM et al. 1982). Die niedrigste letale Oraldosis fur den Menschen wird mit 4
mg/kg KG (LDL,) angegeben (U.S. Environmental Protection Agency 2000). Daten aus
kutanen Expositionsstudien bezlglich der transkutanen Permeation von CH aus
Tierstudien sowie am Menschen mit chloriertem Trink- bzw. Schwimmbadwasser
lassen die Penetrationseigenschaften von CH an der Haut abschatzen (Poon R,
Nadeau B et al. 2000; Poon R, Nakai J et al. 2002; Trabaris M, Laskin JD et al. 2012).
Die ermittelten Permeationsindices sind dennoch so niedrig, dass auch eine
wiederholte topische Applikation unbedenklich erscheint, zumal kumulative Effekte
aufgrund der kurzen Halbwertszeit von ca. 8 Stunden ebenfalls sehr unwahrscheinlich
sind (Breckenridge A, Orme ML et al. 1971; Shroads AL, Coats BS et al. 2015). Eine
relevante systemische Bioverflgbarkeit ist vor diesem Hintergrund bei sachgerechter
Anwendung von 3%-igen topischen Zubereitungen somit nahezu ausgeschlossen.
Neuere zytotoxische Daten an verschiedenen kutan relevanten Zelltypen weisen eine

ICso von ca. 5 mmol/l (ca. 1 mg/g) fur die Proliferationshemmung und eine ICs, von ca.
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2 mmol/l (ca. 0,4 mg/g) zur Reduktion der Vitalitat aus (Wohlrab J, Gilbrich F et al.
2017). Allerdings ist die Bewertung dieser toxikologischen Daten zur kutanen
Vertraglichkeit schwierig, da keine pharmakokinetischen Untersuchungen zur kutanen
Bioverfugbarkeit nach epikutaner Applikation vorliegen.

1.4.6 Optionen fur die praklinische Validierung der Sicherheit

Grundsatzlich sind Daten aus randomisierten, Referenz-kontrollierten klinischen
Studien in der Anwendungsindikation die regulatorisch sicherste Methode, die
Vertraglichkeit eines Topikums nachzuweisen. Allerdings kénnen auch hier Fehler aus
der Selektionierung von Studienteilnehmern entsprechend der Ein- und
Ausschlusskriterien resultieren (Miranda M, Cardoso C et al. 2020). Fur den
Zulassungsprozess von Fertigarzneimitteln ist es grundsatzlich vorgeschrieben, dass
Sicherheitsdaten in allen klinischen Studienphasen im Rahmen des Studienprogramms
erhoben und mit geeigneten biometrischen Methoden ausgewertet werden. Dies gilt
auch dann, wenn die Unbedenklichkeit in besonders konzipierten Studienprotokollen
(z.B. hRIPT) untersucht wurde (Mcnamee PM, Api AM et al. 2008). Besondere
Bedingungen liegen allerdings bei generischen Zulassungsverfahren vor (European
Medicines Agency 2018). Hier werden Bioaquivalenzuntersuchungen gefordert, die
auch Sicherheitsdaten einbeziehen. In Abhangigkeit vom Risikopotential des
betreffenden Arzneistoffs und der Zulassungsstrategie werden hier auch nichtklinische
Verfahren zum Nachweis der Aquivalenztestung diskutiert und unter besonderen
Bedingungen regulatorisch akzeptiert (Ema-Chmp 1987; Fda 1995). Gleiches gilt fir
den Nachweis der kutanen Bioverfligbarkeit von Arzneistoffen (Herkenne C, Naik A et
al. 2007; Herkenne C, Alberti | et al. 2008). Da Rezepturarzneimittel kein
Zulassungsverfahren durchlaufen, wird der Verkehr des vom Apotheker hergestellten
Arzneimittels von den beteiligten Professionen, also vom Apotheker und vom
verordnenden Arzt verantwortet (Wohlrab J, Klauck D et al. 2014). Dazu fihrt der
Apotheker zur Sicherstellung der pharmazeutischen Qualitat eine Plausibilitatsprifung
durch, die sich auch auf pharmakologische Aspekte (z.B. Dosisbereich des
Arzneistoffs) bezieht. Der verordnende Arzt ist fur die medizinische Sinnhaftigkeit und
Sicherheit ebenso wie fir die Aufklarung des Patienten verantwortlich. Fir beide
Professionen ist fir die Plausibilitditsbewertung eine entsprechende Datenlage in der
Fachliteratur deshalb von grofRer Bedeutung.

Da im vorliegenden Fall fur die topische Anwendung von CH sowohl empirische Daten
zur Wirksamkeit und zur pharmazeutischen Qualitatssicherung der Magistralrezeptur
vorliegen, ist vor allem eine auf objektiven Daten basierende Sicherheitsbewertung im

Rahmen der epikutanen Anwendung von ausschlaggebender praktischer Bedeutung.
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Diese Bewertung orientiert sich neben den pharmakokinetischen Daten aus der
systemischen Anwendung vor allem an Daten zur kutanen Bioverfligbarkeit,
zytotoxikologischen Erhebungen an relevanten humanen Zelltypen und préklinischen
Modellen zur Haut- und Schleimhautvertraglichkeit, insbesondere dem HET-CAM-
Modell (ICCVAM 2006).
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2 Zielstellung

Auf der Grundlage einer umfangreichen Literaturrecherche zur Pharmakologie von CH
wurde eine Strategie zur Vervollstdndigung und Bewertung der fir die topische
Applikation relevanten Sicherheitsbewertung erarbeitet. Dazu wurden die verfugbaren
zytotoxikologischen Daten durch eigene Untersuchungen mit hoher Standardisierung
erganzt und mit einem regulatorisch anerkannten Verfahren zur préklinischen
Bewertung der Haut- und Schleimhautvertraglichkeit erweitert. Dartber hinaus wurde
durch ein pharmakokinetisches Modell die kutane Bioverfligbarkeit geschatzt. Durch
dieses Verfahren sollte eine solide Datenbasis fir die apothekenbezogene
Plausibilitatsprifung der Sicherheit von CH in der topischen Anwendung bereitgestellt

werden.

Insbesondere befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Beantwortung folgender

Fragen:

1. Ergeben sich auf zytotoxikologischer Ebene Hinweise fiir Sicherheitsbedenken
in Bezug auf eine topische Applikation von Chloralhydrat?

2. Erfullen der Wirkstoff und das Rezepturarzneimittel die regulatorischen
Voraussetzungen in einem praklinischen Vertraglichkeitsmodell fir Topika?

3. Erganzen die Ergebnisse die bisher vorliegenden Daten zur Pharmakologie und
Toxikologie von Chloralhydrat?

4. Welche Bewertungen lassen sich fur die praktische Anwendung von
Chloralhydrat in Topika formulieren?
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3 Material und Methodik

3.1 HaCaT-Zellen

Bei den verwendeten Keratinozyten handelt es sich um eine standardisierte Zelllinie,
die in den 1980er Jahren aus der Peripherie eines malignen Melanoms isoliert und am
Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg (AG Fusenig) validiert wurde
(Boukamp P, Petrussevska RT et al. 1988; Van De Sandt J, Roguet R et al. 1999).
Wegen ihrer besonderen Eigenschaften erhielt sie die Bezeichnung ,Human adult low
Calcium high Temperature (HaCaT) Keratinocytes“. Die permanente, also
immortalisierte Zelllinie wurde phéanotypisch als spontan transformiert, aber nicht
tumorigen charakterisiert. HaCaT-Zellen werden in Abhangigkeit vom extrazellularen
Kalziumgehalt in ihrem terminalen Differenzierungsverhalten reguliert und weisen eine
hohe Immortalitdt auf (>140 Passagen) ohne morphologische Veranderungen zu
entwickeln. Dadurch eignen sie sich als standardisierte Zelllinie fir kutan-
toxikologische Untersuchungen.

Die verwendeten HaCaT-Zellen der 31. Passage (p31) wurden in fetalem Kalbsserum
(FKS) (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) bei -150°C gelagert. Als Einfriermedium
diente 10%iges Dimethylsulfoxid (DSMO) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland),
welches bei Temperaturen unter 0°C die Entstehung von Eiskristallen verhindert und
somit die Zellen vor irreversiblen Schéden bei der Kryokonservierung (Gram bioline,
Gram Commercial A/S, Vojens, Danemark) schitzt. Nach dem Auftauprozess
(Wasserbad Typ 1013, GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland) wurde das DMSO-
Medium mit Kulturmedium (Keratinocyte-SFM, Gibco Life Technologies Ltd., Carlsbad,
USA) verdiinnt, um zytotoxische Effekte zu minimieren. Dazu wurden die Zellen im
Wasserbad bis 37°C aufgetaut und anschlieBend zentrifugiert (5 min, 1450 rpm)
(Biofuge primo R, Hereaus GmbH, Hanau, Deutschland), um die Reste von DMSO und
FKS von den Zellen zu trennen. Der Uberstand wurde abgegossen, sodass eine
Zellsuspension entstand, die mit 5-10 ml vom ebenfalls im Wasserbad auf 37°C
erwarmten Nahrmedium resuspendiert wurde. Unter einem Durchlichtmikroskop
(Olympus U-LH100L-3, Olympus Ltd. Tokio, Japan) wurde nach Tyrode-Eosin-
Markierung (Sigma-Aldrich, St. Loius, USA) avitaler Zellen die Zellzahl in einer
Verdinnung der Suspension von 1:5 mit Medium abgeschatzt und anschlieBend in
einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer exakt bestimmt. Dabei wurden 5 Gruppenquadrate
(je 0,2 mm?) standardisiert ausgezéhlt und die Zellzahl pro ml Suspension mit Formel 1

berechnet.

12



MATERIAL UND METHODEN

_ (ZA xFv %1000)
(A* hKammer)

z
Formel 1: Formel zur Berechnung der Zellzahl pro ml Suspension (Z=Zellenanzahl pro
ml Suspension; ZA=Anzahl der gezahlten Zellen; FV=Verdiinnungsfaktor (0,2);

A=Flacheninhalt der Gruppenquadrate (5*0,2mm2); hKammer= Kammerhohe (0,2mm))

Die Zellen wurden nun auf 75 cm? Kulturflaschen (Cellstar® T75, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) Uberfiihrt und in einer Dichte von 700.000 bis
1.000.000 Zellen mit 10 ml Nahrmedium eingesat. Die Kultur erfolgte bei 37°C im
Brutschrank mit 5% CO:2 Uber 48 Stunden. Anschlieend wurden 5 ml vorgewarmtes
Medium erganzt und nach weiteren 48 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel von 10 ml.
Nach Erreichen einer 90% Konfluenz des Zellrasens erfolgte ein Passagewechsel
durch Entfernen des Mediums, Waschen mit 3-4 ml PBS und Ablésen der Zellen zu
einer Zellsuspension mit 2 ml Trypsin-EDTA-L6sung (0,05%) (Gibco Life Technologies
Ltd., Carlsbad, USA) fur 5 min bei 37 °C im Brutschrank. Durch Mediumzugabe (3 ml)
und Uberfiihrung der Suspension in ein Zentrifugenréhrchen mit anschlieRender
Zentrifugation wurde eine erneute Aussaat der neuen Passage nach gleichem Schema
wie oben beschrieben ermdglicht.

3.2 Dermale Fibroblasten

Native humane dermale Fibroblasten (NHDF) aus Vorhautgewebe gesunder Spender
wurden in Petrischalen mit Fibroblast-Growth-Medium (Promocell GmbH, Heidelberg,
Deutschland) bei 37°C und 5% COz2 inkubiert. Alle 48 bis 72 Stunden erfolgte bis zu
einer Konfluenz des Zellrasens von ca. 80% ein Mediumwechsel. Zur Herstellung einer
Zellsuspension wurde das Medium entfernt, mittels 3 ml Puck-EDTA-L6sung gesplilt
und anschlieRend mittels 1,5 ml Trypsin-Losung (0,05%) abgel6st. Durch Zugabe von
5 ml Medium und Zentrifugation (Biofuge primo R, Hereaus GmbH, Hanau,
Deutschland) bei 1250 rpm fir 5 Minuten in einem Zentrifugenréhrchen wurden durch
AbgieRen des Uberstandes die Zellen isoliert, standardisiert gezahlt (siehe 3.1) und

anschlieRend in einer Zelldichte von 5000 Zellen/cm?3 weiter kultiviert.

3.3 Scratch-Assay

Fur den Scratch-Assay wurden HaCaT-Zellen (33. Passage) bzw. NHDF (2. Passage)
nach Beschichtung mit Laminin/Fibronektin/Kollagen 1V (4:50:1) in PBS (27,5:72,5) auf
6-Well Platten (0,2 Mill. Zellen/well in 4 mL) ausgesat und unter den o.g.

Kulturbedingungen bis zur vollstdndigen Konfluenz tber 72 Stunden kultiviert (Cory G
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2011). Mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland) wurde ein gerader Scratch in jedem Well zur Simulation eines Defektes
des Zellrasens gesetzt (Felice F, Zambito Y et al. 2015). AnschlieRend wurde der
Zelldebris abpipetiert und ein Waschvorgang mit serumfreiem Medium durchgefihrt.
Die Kulturen wurden mit DMSO (Ldsungsmittelkontrolle) sowie 0 (Mediumkontrolle);
0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 und 5,0 mmol/l CH (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Uber 48
Stunden inkubiert, nach 0, 2, 4, 8, 12, 24 sowie 48 Stunden standardisiert
fotographisch erfasst und die digitalen Bilder anschlieend bildanalytisch ausgewertet
(CellR ImageJ®, V1.49m, National Institutes of Health, USA). Als Mal} der
Migrationsrate wurde die prozentuale Abnahme der lasionalen Flache zum initialen

Ausgangswert entsprechend folgender Formel ermittelt:

scratch closure rate [(Aw Atx)] x 100

Formel 2: Formel zur Berechnung der Verschlussrate. At0 = lasionale Flache zum

Zeitpunkt 0; Atx = lasionale Flache zum Zeitpunkt x

Fur jeden Zelltyp und jedes experimentelle Setting wurden 3 unabhangige Versuche
gemacht und Mittelwerte der Ergebnisse gebildet.

3.4  HET-CAM-Test

Der ,hen’s egg test der Chorion-Allantois-Membran® (HET-CAM) ist ein Testverfahren
zur Bewertung der Haut- und Schleimhautvertraglichkeit von chemischen Substanzen,
Substanzgemischen und Feststoffen (Gilleron L, Coecke S et al. 1996). Der Test wurde
Mitte der 1980er Jahre durch den Osnabriicker Pharmakologen und Toxikologen Niels-
Peter Lupke entwickelt (Luepke N 1985). Die Chorion-Allantois-Membran (CAM) ist die
Aderhaut eines Eis. Chorion und Allantois sind Fruchthillen, die den Embryo bei
Wirbeltieren umgeben. Die Membran ist von BlutgefdBen durchzogen und
schmerzunempfindlich. Der Test wird an bebriiteten Eiern vor Ende des 10.
Bebritungstages durchgefiihrt. Damit ist gewéhrleistet, dass der Hilhnerembryo noch
kein Schmerzempfinden besitzt (Luepke N 1985). Fir den Test wird die zu prifende
Substanz auf die CAM aufgetragen. Die Reaktionen der Membran auf toxische Noxen
(Blutungen, Mikrothrombosen, Lyse der Blutgefalie oder Trilbung des Eiklars) werden

beobachtet und standardisiert ausgewertet.
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.2

Abb. 3: Darstellung des Praparationsprozesses und der Applikation einer flissigen
bzw. halbfesten Probe.

Mit Hilfe des HET-CAM konnte die Haufigkeit des umstrittenen Draize-Testes zur
Validierung der Augenschleimhautreizwirkung von Noxen am Kaninchenauge
weitgehend ersetzt werden (Gilleron L, Coecke S et al. 1997). Das Verfahren ist
anerkannt und gilt mittlerweile als validiert. Regulatorisch ist der Test als praklinischer
Test fur die Prifung der Haut- und Schleimhautvertraglichkeit anerkannt (Spielmann H
und Reinhardt C 1996).

Zunachst erfolgt eine Beobachtung der Eier Gber insgesamt 5 min (300 sek). Wahrend
dieser Zeit werden Veranderungen der CAM nach definierten Kriterien hinsichtlich des
Zeitpunkts des Auftretens (lrritationsscore, |IS) sowie des Schweregrades am Ende der
Beobachtungszeit dokumentiert. Als Scoreparameter werden erfasst: H=Blutungen als
Extravasation von Erythrozyten (Hamorrhagien), L=GefaRlyse/Transparentwerden von
Gefal3en; C=Stagnieren des Blutflusses und Zeichen der intravasalen Gerinnung.

Matrix-
Denaturierung

Hamorrhagie Koagulation Gefalllyse

Abb. 4: Darstellung irritativer Reaktionsmuster als Bewertungskriterien fur die Haut-

und Schleimhautvertraglichkeit (Matrix-Denaturierung kann optional bewertet werden).
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Die Berechnung des Irritationsscores (IS) erfolgt nach den ICCVAM-Kriterien durch
folgendes Verfahren (ICCVAM 2006):

IS — (3013— sekH *5)+(301—sekL*7)+ 301-sekC

9
00 300 300

Formel 3: IS=lrritationsscore; sek=Sekunden bis Beginn des Ereignisses;

H=Hamorrhagie; L=Lyse; C=Koagulation

Als Bewertungskriterien des IS werden folgende Grenzwerte definiert:
- 1S =1 = kein Hinweis fur irritatives Potential
- IS >1und < 4 = leichtes irritatives Potential
- IS >4 und =9 = maliges irritatives Potential

- IS > 9 = starkes irritatives Potential

Der Schweregrad von Veranderungen zum Ende des Beobachtungszeitraums wird
nach den folgenden Kriterien eingestulft:

O=keine Reaktion

1=leichte Reaktion

- 2=malige Reaktion

3=starke Reaktion

Hamorrhagie (H) wird entsprechend des Ausmalfies von Erythrozytenextravasaten den
Kategorien halbquantitativ wie folgt zugeordnet: Einzelne Kapillarblutungen bei
morphologisch intakten Kapillaren werden als leichte, multiple Kapillarblutungen bei
morphologisch intakten Kapillaren als maRige und morphologisch geschadigte
Kapillaren mit Kapillarblutung oder Massenblutung als schwere H eingestulft.
Vereinzelte transparente Kapillarabschnitte werden als leichte, die Transparenz von
ganzen Kapillaren als mafige und das Auftreten von kompletten Gefalllysen (L) als
schwere Lyse bewertet. Die Koagulation (C) wird entsprechend des Ausmalies von
Koagulationsphanomenen den Kategorien halbquantitativ wie folgt zugeordnet:
einzelne Kapillarthrombosen bei morphologisch intakten Kapillaren werden als leichte,
multiple Kapillarthrombosen bei morphologisch intakten Kapillaren als méaRige und
geschadigte Kapillaren mit langstreckigen Kapillarthrombosen als schwere Koagulation
eingestuft.

Zur Sicherstellung der Testbedingungen und Standardisierung der Testablaufe finden

die  Untersuchungen in einem Kklimatisierten = Raum mit  konstanten
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Temperaturbedingungen statt. Die Praparation wird von geschultem und gelibtem
Fachpersonal vorgenommen. Die Messungen und Score-Ablesungen werden jeweils
durch eine fachkundige Person an einem Tag durchgefihrt. Die Untersuchung der
Proben sollte, wenn mdglich, geblindet erfolgen. Der Versuchsansatz wird nur als
valide angesehen, wenn die Negativkontrolle mit Aqua destilata (Aqua dest.) einen
Irritationsscore (IS) < 1 und die Positivkontrolle mit 1% Natriumlaurylsulfat (SLS)
(Pharmacia Biotech, Dubendorf, Schweiz) einen IS > 10 und < 19 aufweisen (ICCVAM
2006).

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurden je Versuchsansatz 6 natirlich
befruchtete Huhnereier der Rasse ~New Hampshire* (50-600)
(Nutztierwissenschaftliches Zentrum der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,
Merbitz, Deutschland) 8 Tage lang bei 37°C und 55% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank
(Brutschrank INCO2, Memmert GmbH, Schwalbach, Deutschland) gelagert und bis auf
die letzten 24 Stunden vor Versuchsbeginn alle 12 Stunden gewendet. Nachdem die
Brutzeit abgelaufen war, wurden die Eier aus dem Brutschrank entnommen und fir den
Versuch prapariert. Zunachst wurden die Eier noch einmal gewendet und nach einigen
Sekunden wieder zuriickgedreht. Mit Hilfe eines Airbrush-Kompressors (Rowi GmbH,
Ubstadt-Weiher, Deutschland) konnte der obere Pol jedes verwendeten Hihnereies
eroffnet werden (Griffpistole EggPunch 14004, Schuett-biotec GmbH, Goéttingen,
Deutschland). Um die restliche Eierschale des Pols zu entfernen und um freien Zugang
zur CAM zu ermoglichen, wurde mit einer Pinzette gearbeitet. Fiir die Untersuchungen
wurden nur Eier verwendet, die Uber einen gut ausgebildeten Gefal3plexus auf der
CAM verfugten. Bis zur Probenapplikation lagerten die praparierten Eier wieder im
Brutschrank. Um eine Verunreinigung zu verhindern, wurden die erdffneten Pole mit
einer kreisrunden Aluminiumfolie abgedeckt.

Vor Applikation der Testpréaparationen wurden die Eier unter einer Fotoeinrichtung und
einem Laser-Doppler-Fluxgerat standardisiert platziert und der Ausgangszustand mit
einer hochauflésenden Digitalfotokamera (Canon PC 1234, Canon Ltd., Tokio, Japan)
dokumentiert, sowie anschlieend die Perfusion mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie
erfasst. Dann erfolgte die Applikation der Messproben entweder in Form von 200 pl
flissiger oder von 200 mg halbfesten Proben. Dabei wurde die Startzeit durch einen
digitalen Countdown Timer gestartet.

Appliziert wurden als Negativkontrolle Aqua dest., als Positivkontrolle eine 1% SLS-
Ldsung, in Aqua dest. geléstes CH in Konzentrationen von 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0;
und 5,0 mmol/l. Zudem wurden die halbfesten Zubereitungen: 1-2-3 Creme= L-Menthol
(1%), D-Campher (2%) und Chloralhydrat (3%) in Basiscreme DAC; 1-2 Creme=
Chloralhydrat-freie Zubereitung enthaltend L-Menthol (1%) und D-Campher (2%) in
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Basiscreme DAC; Vaselin-haltige Creme= Chloralhydrat (10%) in Vaselin (NRF);
hydrophile Salbe= Chloralhydrat (3%) in wasserhaltiger Salbe (NRF) untersucht
(Herstellung der halbfesten Zubereitungen in Universitatsapotheke Halle (Saale),
Deutschland). Mit Beginn der Inkubation wurde fir 5 Minuten die Perfusion mittels
eindimensionaler Laser-Doppler-Fluxmetrie gemessen. Nach dem Ablauf der Messzeit
wurden die Eier erneut fotodokumentiert. Die Eier wurden nach Versuchsende tber 24

Stunden bei -80°C gelagert und anschliel3end als biologischer Sondermdill entsorgt.

3.5 Laser-Doppler-Fluxmetrie

Die Laser-Doppler-Fluxmetrie (LDF) ermdglicht die nichtinvasive Bestimmung von
Parametern der kutanen Mikrozirkulation. Bereits 1842 beschrieb der Osterreichische
Physiker Christian Doppler das nach ihm benannte Phanomen der
Frequenzverschiebung, wenn sich Sender und Empfanger einer Schallquelle relativ
zueinander bewegen (Bagno A und Martini R 2015). Bei der LDF kommt das Prinzip
des optischen Doppler-Effektes zum Tragen, dass sich anders als beim akustischen
Doppler-Effekt nicht auf Schallwellen, sondern auf elektromagnetische Wellen bezieht.
Entscheidend dafiir ist die Relativgeschwindigkeit zwischen Lichtquelle (Sender) und
Beobachter (Empfanger) sowie die Lichtgeschwindigkeit selbst, welche ineinander in
Beziehung gebracht werden. Das Verfahrensprinzip beruht darauf, dass Laserlicht an
sich bewegenden Erythrozyten anteilig reflektiert wird und eine Verschiebung der
Wellenlage proportional zur Bewegungsgeschwindigkeit erfahrt (Wohlrab J, Korting R
et al. 2001). Das oberflachennahe gefal3fihrende Gewebe (CAM) wird hierbei mit
Laserlicht eines engen Wellenlangenspektrums stark fokussiert bestrahlt. Das dabei
reflektierte Licht wird von einem Photodetektor proportional dessen Intensitat in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Verwendet wurde ein Laser-Doppler-Fluxmetrie-
Gerat (DRT-4, Moor Instruments Ltd., Axminster, England) mit einem Helium-
Neonlaser und einer Eindringteife von ca. 6-8 mm. Der Einsatz der LDF im HET-CAM
ist messtechnisch schwierig zu handhaben, da das Fluxsignal durch die Bewegung des
Huhnerembryos starken Schwankungen unterliegt und sich der Messbereich, der
wesentlich durch die Eindringtiefe des Lasers bestimmt wird, nach der Applikation der
Probe andern kann. Die Fluxwerte sind komplexe dimensionslose, technische Werte,
die in arbitréren Einheiten angegeben (AU) werden.

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde nach der Erfassung des Ausgangsflux
Uber einen Messzeitraum von 5 min ein peripheres CAM-Gefald pro Ei alle ca. 10
Sekunden vom automatisiert gesteuerten Laser vermessen. Die Auswertung und der
Vergleich des Fluxverlaufs erfolgte als Perfusions-Indices. Diese wurden rechnerisch

ermittelt aus den Messwerten eines jeden Eis zum Zeitpunkt x im Verhaltnis zum
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Ausgangswert. Der Ausgangswert wiederum wurde als Mittelwert aus 10
Einzelmessungen vor Applikation der Probe ermittelt. Aus den Perfusions-Indices einer
Messreihe bestehend aus 6 Eiern wurde eine Mittelwertkurve ermittelt und grafisch
gefittet im zeitlichen Verlauf dargestellt. Als Toleranzbereich wurde ein Perfusions-

Index von 1+0,5 definiert.

3.6 Biometrische Auswertung

Fur die biometrischen Testverfahren zur Auswertung der Daten wurde die Software
XLSTAT V2014.5.02 (Addinsoft, New York, USA) Add-on fur MS Excel fur MAC 2011
V14.6.3 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet. Die deskriptive Statistik
wurde aus den Ergebnissen der unabhangigen Einzelexperimente erstellt. Der
Vergleich der unabhangigen Stichproben wurde nach Prifung der Normalverteilung
und der Varianzhomogenitat mittels einfacher Varianzanalyse, mit dem Student-
Newman-Keuls-Test oder Bonferoni-Test bzw. verteilungsunabhangig mit dem Kruskal-
Wallis-Test durchgefihrt. Der Bewertung der Testergebnisse im Vergleich zur Kontrolle
lag eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 zugrunde und wurde im Ereignisfall mit
* markiert (Amrhein V, Greenland S et al. 2019; Kennedy-Shaffer L 2019; Wasserstein
RLS, A. L.

Lazar, N. A. 2019).

3.7 Pharmakokinetisches Modell zur Schatzung der systemischen
Bioverfuigbarkeit nach epikutaner Applikation

Entscheidend fiir die Wirkung von CH ist in erster Linie, wieviel und wie schnell der
Wirkstoff nach epikutaner Applikation resorbiert wird und wieviel davon im
gewilnschten Milieu zur Verfiigung steht. Als pharmakologische Messgrof3e hangt die
Bioverfligbarkeit in diesem Falle im Wesentlichen vom Permeationskoeffizienten,
Kdrperoberflache, Einwirkzeit, Korpergewicht, Dichte und Donorkonzentration des
Wirkstoffs ab. Diese Faktoren wurden fir eine Beurteilung der Risiken, welche durch
eine topische Applikation in Erscheinung treten konnten, auf der Basis bereits
bestehender Daten zur perkutanen Absorption in folgendes Rechenmodell formuliert.
Der dabei zu ermittelnde Dosiskoeffizient (D) gibt Auskunft Gber die entsprechende

systemische Dosisverfugbarkeit.

kp(Z2) « Donorkonzentration ( 22
h g

Korperoberflache (cm2)

0 *Einwirkzeit (h)*Dichte(p)(L)

cm3

mg \ _
D (L) = . .
kg KG Korpergewicht (kg)

- LOAEL (lowest observed adverse effect level) bei 10,7 mg/kg Koérpergewicht
(KG) / Tag.
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- NOAEL (no observed adverse effect level) ist beim Menschen nicht bekannt
- Perfusionsindex (Kp) fir Vollhaut bei 0,0017 cm/h und fir Spalthaut bei 0,0039

cm/h.

Das Modell bezieht sich auf die einmalige Gabe der Substanz, sodass kein Anfluten
des Wirkstoffes berlcksichtigt wird. Unter der Annahme, dass CH vollstandig in der
wassrigen Phase gel6st ist, wird die Dichte mit der von Wasser gleichgesetzt (p= 1
g/cm®). Bei einem Koérpergewicht von 70 kg und einer GréRe von 180 cm wird von
einem normal groBen und schweren, jungen erwachsenen Probanden ausgegangen,
dessen Kérperoberflache (KOF) von 1,89 m? (nach DuBois) betrégt. In diesem Modell
wird weiterhin davon ausgegangen, dass 10% der KOF, also 1890 cm? behandelt

werden, und es wird von einer 1-stiindigen Einwirkzeit ausgegangen.
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4 Ergebnisse
4.1 Scratch-Assay

Die Daten aus den Scratch-Assays zeigen an beiden untersuchten Zelltypen
weitgehend dosisabhangige Ergebnisse mit angemessenen und versuchsiblichen
Streuungen, sodass zunachst konsterniert werden kann, dass die Experimente

aussagefahige Ergebnisse geliefert haben.

41.1 Verschlussrate an HaCaT-Zellen

Betrachtet man zunéchst die Mediumkontrolle (Abb. 5) wir deutlich, dass nach ca. 48
Stunden Kulturdauer ein fast vollstandiger Verschluss des Zellrasens (ca. 95%)
erreicht war. Die in steigender Konzentration von CH dargestellten Daten zeigen
insbesondere zu den Messzeitpunkten mit hoher praktischer Relevanz bis 12 Stunden
einen Schwelleneffekt (ab einer Konzentration von > 1 mmol/l) mit deutlicher Abnahme
der SCR.

Ab 24 Stunden zeigt sich ebenfalls eine (im Ausmald allerdings deutlich geringere)

Abnahme der SCR im Konzentrationsbereich >0,1 mmol/l und ab 48 Stunden >0,05

—+ 0,05 mmol/l

mmol/l.
120 — ‘
1 | o= Kontrolle ‘ ‘ !
10077+O,01 mmol/l ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

0,1 mmol/l : :

80— - 0,5 mmol/l T R """"""""""" P
1| = 1,0 mmol/l 3

60— L 5,‘0 mmol/l

40— : e e

scratch closure rate in %

e
o ES

-20 1 \ \ \ I
0 2 4 8 12 24 48inh

Abb. 5: Darstellung der konzentrationsabhangigen Effekte von Chloralhydrat auf die
scratch closure rate an Keratinozyten (HaCaT-Zellen) Uber insgesamt 48 Stunden.
(Kontrolle=Mediumkontrolle; *=Differenz zur Kontrolle mit Irrtumswahrscheinlichkeit von
p < 0,05)
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4.1.2 Verschlussrate an dermalen Fibroblasten

Die Darstellung der Mediumkontrollen der Fibroblastenkultur weist nach 48 Stunden
eine Verschlussrate von ca. 85 % auf (Abb. 6). Unter dem Einfluss steigender CH-
Konzentrationen zeigt sich nach 8 Stunden ein Schwelleneffekt bei Konzentrationen >
1,0 mmol/l. Fir alle anderen Konzentrationen finden sich keine relevanten Effekte auf
die SCR.

120 — ‘
1 | -~ Kontrolle ‘ ‘ 1
0,0 mmol | T
100 —— 0,05 mmol/l : I T
. ] 0,1 mmol/l
i 80— - 0,5 mmol/l
o 4 | = 1,0 mmol/l
S 60l 5,‘0 mmol/l ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
© S ‘
> 10 : ; T
8 L ‘ T
6 407 """"""" """""""""""""""""""""""""""""""""""""
P 1o
2 C ] ‘
© 7 :
5 201 R i R R R

\
0 2 4 8 12 24 48inh

Abb. 6: Darstellung der konzentrationsabhangigen Effekte von Chloralhydrat auf die
scratch closure rate an dermalen Fibroblasten (NHDF) Uber insgesamt 48 Stunden.
(Kontrolle=Mediumkontrolle; *=Differenz zur Kontrolle mit Irrtumswahrscheinlichkeit von
p <0,05)
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4.2 HET-CAM-Test

Die Beobachtungen im HET-CAM-Test wurden in Versuchsprotokollen einzeln
dokumentiert und die Messdaten in Dateien archiviert. Im Anschluss werden die

relevanten Ergebnisse und deren Auswertung dargestellt.
4.2.1 Visueller Score

Im Folgenden werden die HET-CAM-Bilder in Bilddatenreihen dargestellt. Dabei
werden die 6 Eier eines jeden Versuches sowohl vor (oben) als auch 5 min nach der
Applikation der jeweiligen Prifsubstanz (darunter) dargestellt, um einen visuellen
Vergleich zu ermdglichen.

In Abbildung 7 sind die Bilddaten der Kontrollen (Negativkontrolle= Aqua dest.;
Positivkontrolle=Natriumlaurylsulfat) dargestellt. Wahrend sich bei der Negativkontrolle
keine relevanten Veranderungen zeigen, finden sich bei der Positivkontrolle typische
Veranderungen, die sich bei toxisch-irritativen Substanzen darstellen. Hier zeigen sich
vor allem GefalRabbriiche im Rahmen von Koagulationsprozessen und Gefalllyse. In
geringerem Umfang finden sich auch Punkthamorrhagien (Abb. 7 grine Pfeile). Vor
diesem Hintergrund kann festgestellt werden, dass die Kontrollen im Rahmen der
Referenzbewertung der Beobachtungen der Prifsubstanz geeignet sind.

4 E E |

‘Ei ‘1 ‘2

Aqua
dest.
Vorher

A 4

Aqua
dest.
Nachher

SDS
Vorher

SDS
Nachher

Abb. 7: HET-CAM Bilddaten zu den Referenzen (oben: Negativreferenz=Aqua dest.;
unten: Positivreferenz=Natriumlaurylsulfat); grine Pfeile zeigen Ph&nomene der
irritativen Effektivitat
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Abb. 8: HET-CAM Bilddaten einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von
Chloralhydrat (CH) geldst in Agua dest. in mmol/l; griine Pfeile zeigen Phdnomene der
irritativen Effektivitat
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In Abbildung 9 zeigen sich ab einem Konzentrationsniveau von 5,0 mmol/l
Chloralhydratldsung erste Punkthamorrhagien und Gefalllysen, die einen geringen
irritativen Effekt ausweisen. Im Konzentrationsbereich < 1,0 mmol/l Chloralhydrat
finden sich keine Hinweise fur relevante Veréanderungen an der CAM.

‘ Ei ‘ 1

123
Creme
Vorher

123
Creme
Nachher

12
Creme
vorher

>0

12
Creme
Nachher

Vaseline
haltige
Creme
vorher

Vaseline
haltige
Creme
nachher

Hydrophile
Salbe vorher

Hydrophile
Salbe
nachher

V909096 OO0

4

006 0€Oe
VO 00 90 06

¢
L]

Abb. 9: HET-CAM Bilddaten unterschiedlicher halbfester Zubereitungen enthaltend
Chloralhydrat; 1-2-3 Creme= L-Menthol (1%), D-Campher (2%) und Chloralhydrat (3%)
in Basiscreme DAC; 1-2 Creme= Chloralhydrat-freie Zubereitung enthaltend L-Menthol
(1%) und D-Campher (2%) in Basiscreme DAC; Vaseline-haltige Creme= Chloralhydrat
(10%) in Vaseline (NRF); hydrophile Salbe= Chloralhydrat (3%) in wasserhaltiger
Salbe (NRF)

Die Untersuchung der halbfesten Préaparationen in Form der 1-2-3 Creme, deren

chloralhydratfreiem Vehikel (1-2 Creme) sowie einer 10% Vaselinzubereitung (NRF)
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und einer 3%igen Chloralhydrathaltigen wasserhaltigen Salbe (NRF) zeigten keine

relevanten Veranderungen im Sinne irritativer Effekte (Abb. 9).

4.2.2 Laser-Doppler-Fluxmetrie

Der Perfusionsindex der Laser-Doppler-Fluxmetrie zeigte zunachst bei den Kontrollen
den erwarteten Verlauf. Fur die Positivkontrolle zeigt sich ein deutlich tGber das Limit
ansteigender Perfusions-Index, wahrend die Negativkontrolle innerhalb des
Toleranzbereiches  nachweisbar war. Nach  Applikation der  wassrigen
Chloralhydratlésungen zeigte sich lediglich fir 5,0 mmol/l eine Erhéhung des

Perfusions-Index mit Werten auf3erhalb des Toleranzbereiches (Abb. 10).

3.0
] = Aqua bidest

‘— SDS
: : = 0,01mM
2.5 : : —0,05mM
] 0,1mM
! : : - 0,5mM
= 1mM
o= 5mM

Perfusions-Index

01— — -—— 77—
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Zeit in Sekunden
Abb. 10: Darstellung des mittleren Perfusions-Index im zeitlichen Verlauf fiir die
wassrigen  Chloralhydratlésungen entsprechend der Konzentration (farbliche

Zuordnung siehe Legende)

Die Perfusions-Indices der halbfesten Praparationen zeigten, mit Ausnahme der
Vaselin-Zubereitung, keine Veranderungen auf3erhalb des Toleranzbereiches. Die
Vaselin-Zubereitung zeigte inshesondere am Anfang und am Ende des Messzeitraums
einen deutlichen Anstieg des mittleren Perfusions-Index mit Werten aufRerhalb der
Toleranz (Abb. 11).
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3.0 -
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Abb. 11: Darstellung des mittleren Perfusions-Index im zeitlichen Verlauf fir die
halbfesten Zubereitungen; 1-2 Creme= Chloralhydrat-freie Zubereitung enthaltend L-
Menthol (1%) und D-Campher (2%) in Basiscreme DAC; 1-2-3 Creme= L-Menthol
(1%), D-Campher (2%) und Chloralhydrat (3%) in Basiscreme DAC; WHS=
Chloralhydrat (3%) in wasserhaltiger Salbe (NRF); Vaselin= Chloralhydrat (10%) in
Vaselin (NRF); (farbliche Zuordnung siehe Legende)

4.3 Pharmakokinetische Modellrechnung zur systemischen Bioverfligbarkeit

Auf der Basis der unter 3.7 beschriebenen Annahmen ergab sich fir die Bestimmung

der kutan applizierten Dosis folgende Berechnung:

mg

~ 0,0039(%) * 30(7"9)*71890‘15“2)*1 (h)*1(i)
kg KG)

( mg g cm3

kg KG’ ~ 70 (kg) = 3,159 (

Formel 5: Berechnung der applizierten Dosis von Chloralhydrat anhand definierter

Annahmen.

Daraus ergibt sich ein Schatzwert der applizierten Dosis von ca. 3,2 mg/kg
Korpergewicht Chloralhydrat fir eine idealgewichtige Person bei Behandlung von ca.

10% der Korperoberflache mit einer 3%igen topischen Formulierung.
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5 Diskussion

5.1 Ergeben sich auf zytotoxikologischer Ebene Hinweise fiir Sicherheits-
bedenken in Bezug auf eine topische Applikation von Chloralhydrat?

Nach epikutaner Applikation eines Wirkstoffs ergeben sich im Vergleich zur
systemischen Administration relevante Unterschiede bezlglich dessen kutaner
Bioverfugbarkeit und damit auch bezlglich dessen kutaner Toxikologie. Die dabei
relevanten Effekte setzen sich aus pharmako-toxikologischen Wirkungen des
betrachteten Arzneistoffs an sich und den Eigenschaften aller Bestandteile der
Grundlage des Topikums zusammen. Aus therapeutischer Perspektive werden dieser
Grundlage eine ,Vehikelfunktion® fir den oder die Wirkstoffe sowie eine ,Eigenwirkung*
zugeschrieben (Wohlrab J 2014). Dabei ist von Bedeutung, dass die Eigenwirkung der
Grundlage nicht vordergriindig durch die Applikationsmatrix an sich (molekulares
Gemisch des applizierten Topikums), sondern vielmehr durch die Segregationsmatrix
(Matrix nach molekularer Neuordnung auf der Haut) vermittelt wird. Diese Umwandlung
wird auch als Metamorphose eines Topikums bezeichnet und wesentlich durch die
Freisetzung volatiler Anteile bedingt (Surber C und Knie U 2018; Wohlrab J, Staubach
P et al. 2018). Die Eigenwirkungen kommen vordergrindig durch physikochemische
Effekte, durch Okklusion, Hydratisierung, Emulgierung und pH-Beeinflussung zum
Tragen (Wohlrab J, Staubach P et al. 2018). Fir die vorliegenden Betrachtungen
wurde insbesondere auf die pharmako-toxikologischen Effekte fokussiert, die
unmittelbar durch CH an kutan relevanten Zellen dosisabhangig induziert werden. Die
Auswahl relevanter kutaner Zelltypen in diesem Zusammenhang richtete sich nach
dem postulierten therapeutischen Zielkompartiment von CH nach epikutaner
Applikation (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017). Durch die bekannten
pharmakodynamischen Wirkungen ist ein Effekt vor allem an nervalen Strukturen
intraepidermal sowie korial zu erwarten (Neues Rezepturformulatrium 2015). Vor
diesem Hintergrund sind sowohl Keratinozyten als auch Fibroblasten die wichtigsten

potentiellen Akzeptoren zytotoxischer Effekte durch CH.

Durch  Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe wurde eine umfangreiche
zytotoxikologische Validierung von CH an Keratinozyten, epidermalen Stammzellen,
dermalen Fibroblasten, mesenchymalen Stammzellen, mikrohdmo- und

-lymphovaskularen Endothelzellen vorgenommen (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017).
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Dabei wurden die ICso/ECs-Werte ermittelt, die zelltypabhangig variierend bei ca. 5
mmol/l (= ca. 1 mg/g) fur die Vitalitdt und bei ca. 2 mmol/l (= 0,4 mg/g) fur die
proliferative Aktivitat lagen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erganzend im Scratch-Assay durchgefiihrten
Untersuchungen an Keratinozyten (HaCaT-Zellen) und Fibroblasten (NHDF) zeigen
vergleichbare Konzentrationsniveaus fir die beobachteten Effekte. Da im Scratch-
Assay die Verschlussrate durch Vitalitat, Proliferation und Migration der betrachteten
Zelltypen bestimmt wird, Uberlagern sich hier mehrere zellbiologische Vorgénge, so
dass Effekte eines komplexen Zusammenspiels eines zweidimensionalen
Zellverbandes zum Tragen kommen (Bobadilla AVP, Arevalo J et al. 2019). Dennoch
ist es bemerkenswert, dass sich auch hier eine Effektgrenze im Konzentrationsbereich
zwischen 1,0 und 5,0 mmol/l darstellt. Damit ergdnzen die Daten des Scratch-Assays
die Voruntersuchungen und bieten somit eine gute Ausgangsdatenlage fiir eine kutan-
zytotoxikologische Bewertung (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017).

Aus umfangreichen toxikologischen Dossiers zu CH gehen keine Daten zur kutanen
Toxikologie hervor (Beland FA 1999; U.S. Environmental Protection Agency 2000).
Lediglich in Untersuchungen zur perkutanen Absoption von CH nach Kontakt mit
chloriertem Schwimmbadwasser sind Betrachtungen zur kutanen Toxikologie hinterlegt
(Trabaris M, Laskin JD et al. 2012). Dabei zeigen Messungen, dass pro Liter
Schwimmbadwasser bis zu 45 pg CH enthalten sein kdnnen. Die Autoren schatzen in
einer Monte-Carlo-Simulation die dermal aufgenommene Dosis auf ca. 0,24 ug/kg pro
Monat und messen diesem Umstand in Kombination mit Ingestion von chloriertem
Trinkwasser toxikologische Relevanz zu. Sie weisen deshalb auf eine Beachtung
dieser Zusammenhange bei der Chlorierung von Wasser hin (Trabaris M, Laskin JD et
al. 2012; Trabaris M, Laskin JD et al. 2012). Diese Betrachtungen machen deutlich,

dass die perkutane Absoption von CH grundséatzlich Relevanz besitzt.

Zudem finden sich Berichte, dass bei Patienten mit sedativ-hypnotischen Dosen von
CH in der Systemtherapie unerwiinschte kutane Effekte beobachtet wurden (Ogino K,
Hobara T et al. 1990; Caksen H und Odabas D 2001; Lin YC und Ma JY 2006). So
werden Lasionen an der Mundschleimhaut, im Gastrointestinalbereich und der
perioralen Haut beschrieben. Allerdings kann nur gemutmal3t werden, ob es sich dabei
tatsachlich um spezifische kutane bzw. mukokutane Reaktionsmuster auf der Basis

Substanz-spezifischer Effekte handelt. Auch wenn die Evidenz diesbeziglich sehr
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gering erscheint, ist es nicht ausgeschlossen, dass kutan-toxikologisch relevante

Mechanismen vorliegen.

Bezuglich der direkten epikutanen Applikation von CH zur Therapie von
Hauterkrankungen finden sich keine Berichte zu unerwinschten Effekten. Nach der
Publikation pharmakologischer Grundlagen von CH durch den Berliner Pharmakologen
Oskar Liebreich im Jahr 1869 wurden bereits rasch nach systemischer Gabe
Intoxikationen beobachtet und beschrieben (Rohde GF 1871; Oehme P 2019). Spater
werden dann in Rezepturbiichern Formeln zur kutanen Anwendung von Besnier zur
Behandlung der Alopecia areata und von Neisser als juckreizstillende Salbe
beschrieben (Bruck C 1925). Die hierbei empfohlene CH-Konzentration wird mit 10%
angegeben. Auch hier findet sich, wie in spateren Darstellungen zum Einsatz von CH
in der Wundbehandlung, kein Bezug zu mobglichen Unvertraglichkeitsreaktionen
(Messer S 2014).

Geht man von einer Donorkonzentration von CH in einem Topikum von ca. 30 mg/g
(3%) aus, konnte die ermittelte ICsq von 0,1 mg/g fur Proliferation sowie von 0,4 mg/g
fur Vitalitat im Grenzbereich zur toxikologisch relevanten Schwellendosis der kutanen
Bioverfugbarkeit liegen (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017). Bedenkt man aber, dass ca.
0,25 g eines Topikums auf 1 % der Korperoberflache (entspricht einer
Handinnenflache, ca. 25-30 cm?) appliziert werden, wirde dies 0,01 g Topikum/cm?
Haut entsprechen, also 0,3 mg CH/cm? Haut (Wohlrab J, Staubach P et al. 2018). Legt
man die Schatzdaten zur kutanen Absorption von CH aus Schwimmbadwasser
zugrunde, ist nicht von einer vollstdndigen Penetration auszugehen, sodass man
basierend auf den genannten Annahmen schatzungsweise keine toxikologisch
relevante Bioverfligbarkeit erwarten kann (Trabaris M, Laskin JD et al. 2012; Wohlrab
J, Gilbrich F et al. 2017). Ein sicherer Ausschluss ist aber anhand der vorliegenden
Daten nicht moglich. Hierzu waren Untersuchungen zur Validierung der
Penetrationskinetik von CH aus der betrachteten Zubereitung sowie klinische
Vertraglichkeitsuntersuchungen z.B. im ,human repeated insult patch (hRIPT)*
Verfahren notwendig (Bormann JL und Maibach HI 2021).
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5.2. Erfallen der Wirkstoff und das Rezepturarzneimittel die regulatorischen
Voraussetzungen in einem praklinischen Vertraglichkeitsmodell far
Topika?

Fur die Bewertung der regulatorischen Eignung von CH und der untersuchten
Magistralrezeptur muss zunachst festgestellt werden, dass wegen der
pharmakologischen  Wirksamkeit von  Chloralhydrat das Topikum dem
Arzneimittelgesetz (AMG) unterliegt und somit die Qualitatskriterien von
Rezepturarzneimitteln gelten (Wohirab J, Klauck D et al. 2014; Wohlrab J, Staubach P
et al. 2018). Demnach miussen alle Inhaltstoffe der Rezeptur in Arzneibuchqualitét
vorliegen sowie die Rezeptur durch einen Apotheker plausibilitdtsgeprift und
hergestellt werden (Wohirab J 2016).

Um Aussagen zur Haut- und Schleimhautvertraglichkeit in einem praklinischen Modell
erarbeiten zu koénnen, wurde auf den HET-CAM-Test zuriickgegriffen. Vorteil dieses
Verfahrens ist die Nutzung einer standardisierten Methodik mit regulatorisch
vorgegebenem Validierungsprozedere (Spielmann H, Kalweit S et al. 1993; ICCVAM
2006). Zudem wurde das visuelle Scoring-Verfahren um einen objektiven zweiten
Parameter, die Laser-Doppler-Fluxmetrie, ergdnzt (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017).
Nachteil des Verfahrens ist die letztlich begrenzte Aussagefahigkeit, und dass der
HET-CAM-Test eine klinische Validierung nicht vollstandig ersetzen kann (Mcnamee
PM, Api AM et al. 2008; Bormann JL und Maibach HI 2021). Zudem werden durch den
HET-CAM-Test ausschlieRlich irritative bzw. toxische Effekte erfasst, sodass keine
Aussagen zum Sensibilisierungspotential getroffen werden kdnnen. Setzt man sich
kritisch mit dem HET-CAM-Test auseinander, so wird deutlich, dass die Auswertung
einer gewissen Subjektivitat unterliegt (Tavaszi J und Budai P 2007; Bender C,
Partecke LI et al. 2011; Mckenzie B, Kay G et al. 2015). Die Parameter werden visuell
beurteilt und im zeitlichen Verlauf des Tests sowie im Ausmald des Eintretens vom
Untersucher bewertet. Da die Bewertung und Erfassung der Ereignisse fur die
Versuchsanordnung von 6 Eiern synchron erfolgt, ist Erfahrung bei der
Versuchsdurchfihrung, sowie ein standardisiertes Vorgehen notwendig. Fur die
vorliegenden Untersuchungen erfolgte die Begutachtung im Vieraugenprinzip durch
den Verfasser der Arbeit und einen erfahrenen Untersucher. Gleichzeitig wurde in
Erganzung zum regulatorisch empfohlenen Vorgehen eine Fotodokumentation
etabliert, die eine Objektivierung der Ergebnisse im Vergleich vor und nach Ende der
Versuchszeit von 5 min ermoglicht. Diese aufwendige, aber transparente
Dokumentation der Versuchsdaten tragt zur sorgfaltigen Bewertung von Ereignissen
bei und reduziert die Subjektivitdt (Mckenzie B, Kay G et al. 2015). Als weitere Variable
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hat sich der Préaparationsvorgang, insbesondere die handische Freilegung der CAM
erwiesen, da hier die Gefahr einer Verletzung der CAM sehr hoch ist. Vor diesem
Hintergrund wurde die Préparation der Eier von gelbten technischen Mitarbeitern
umgesetzt, um die Anzahl der durch Praparation beschadigten und damit
versuchsungeeigneten Eiern gering zu halten. Dennoch kann man zusammenfassend
feststellen, dass der HET-CAM-Test eine regulatorisch anerkannte und im Kontext mit
anderen Testverfahren aussagefahige préaklinische Untersuchung der Vertraglichkeit

darstellt.

Der ergénzend zu den zytotoxikologischen Untersuchungen mit Ermittlung der
ICso/ECso-Werte durchgefiihrte Scratch-Assay hat regulatorisch nur ergénzende
Bedeutung und wird alleinig nicht als zytotoxikologisch aussagefahig angesehen
(European Medicines Agency 2018). In Zusammenschau mit den bereits publizierten
Daten zur kutanen Zytotoxizitdt von CH liefern sie aber eine Bestatigung der dort
gefundenen Daten und getroffenen Aussagen (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017). Vor
diesem Hintergrund kénnen sie fir die praklinische Bewertung der Vertraglichkeit von

CH in Topika als verzichtbar, aber dennoch wertvoll betrachtet werden.
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5.3 Erganzen die Ergebnisse die bisher vorliegenden Daten zur

Pharmakologie und Toxikologie von Chloralhydrat?

Fur die toxikologische Bewertung der Daten missen zwei inhaltliche Aspekte
unterschieden werden. Neben Betrachtungen zur kutanen Bioverfliigbarkeit von CH
nach topischer Applikation ist vor allem auch die systemtoxikologische Relevanz nach
lokaler Anwendung von CH von Bedeutung. Zur kutan-toxikologischen Bewertung
(kutane Vertraglichkeit) wurde bereits unter 5.1. Stellung bezogen. Vor diesem
Hintergrund ist nach einer individuellen Nutzen-Risiko-Abwagung die topische
Anwendung von CH als weitgehend unproblematisch zu bewerten. Fir die systemische
Sicherheit unter lokaler Anwendung von CH ist aber vor allem die Abschatzung der

Pharmakokinetik in systemrelevanten Organsystemen von Bedeutung.

Die anhand der unter 4.3. berechnete systemrelevante Dosis von 3,2 mg/kg
Korpergewicht Chloralhydrat fir eine Einmalapplikation kann ins Spannungsfeld mit
den umfangreichen toxikologischen Daten aus Tierversuchen und aus Analysedaten
von Vergiftungssituationen bei Patienten gesetzt werden. Der lowest-observed-
adverse-effect level (LOAEL) zur Sedierung beim Menschen wird mit 10,7 mg/kg
Korpergewicht angegeben (Thompson TKM, M.G.; Nies, A.S. 1983; U.S.
Environmental Protection Agency 2000). Somit ware bei sachgemaller Anwendung des
beschriebenen Topikums eine sedierende Wirkung nahezu ausgeschlossen.
Berticksichtigt man die Halbwertszeit (HWZ) von CH von ca. 7 Stunden, ware selbst
bei wiederholter Anwendung des Topikums nicht von einer Gefdhrdung auszugehen
(Mcbay AJ, Boling VR, Jr. et al. 1980; World Health Organization 1995). Zudem wurde
mittels Spektrophotometrie nach oraler Applikation von CH bereits nach 10 min kein
Wirkstoff mehr im Blut nachgewiesen (Mcbay AJ, Boling VR, Jr. et al. 1980). Dies weist
auf einen hohen first pass“-Effekt im Sinne einer raschen Metabolisierung von CH
sowie auch von Trichlorethanol hin. Dadurch erscheinen kumulative Effekte aus

pharmakokinetischer Sicht sehr unwahrscheinlich.

Dagegen ware eine Behandlung gréRerer Hautareale durchaus geeignet, Dosislevel
mit sedierenden Effekten zu erzielen. So ergeben sich bei Applikation der 3%-igen CH-
Zubereitung auf >30% der Kérperoberflache durchaus Schatzwerte, die an das LOAEL
zur Sedierung heranreichen. Betrachtet man die fir den Menschen ermittelte LDs, von
480 mg/kg Korpergewicht, so wére selbst bei unsachgemafier Ganzkorperbehandlung
rechnerisch maximal 1/10 der LDsy zu erwarten. In der Literatur finden sich zudem

Angaben zum gentoxischen Potential von CH, welches in Dosen >0,1 mg/kg
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Korpergewicht bei Metabolisierung durch Cytochrom-P450 (CYP2E1) durch
Peroxisomenproliferation im Tiermodell Lebertumore und Hypophysenadenome
induzieren kann (Mcbay AJ, Boling VR, Jr. et al. 1980; Humans IWNGOTEOCRT 2004).
Legt man die berechnete systemische Bioverfugbarkeit nach topischer Applikation von
3,2 mg/kg Koérpergewicht zugrunde, wirde dies den im Tiermodell beschriebenen
Grenzwert deutlich tUbersteigen. Untersuchungen von CH in Lymphozytenkulturen von
Kindern weisen allerdings ein sehr geringes gentoxisches Potential nach (lkbal M,
Tastekin A et al. 2004). Angesichts des bereits erwahnten hohen ,first pass“-Effektes
von CH und der in der Systemtherapie deutlich htheren Dosierungen ist eine klinische

Relevanz fir die topische Applikation deshalb sehr unwahrscheinlich.

Auswertung von kalifornischen Versicherungsdaten zur Objektivierung des
kanzerogenen Potentials von CH haben die Anzahl der systemischen CH-
Verordnungen ins Verhaltnis zur Morbiditat beziiglich verschiedener Malignome
gesetzt (Haselkorn T, Whittemore AS et al. 2006). Dabei konnten mit Bezug auf
Lungen-, Magen- und Prostatakarzinom sowie Melanom keine erhdhten Inzidenzen
gefunden werden. In diesem Punkt kann aber ein Risikopotential nicht grundséatzlich
ausgeschlossen werden (Wohlrab J, Gilbrich F et al. 2017). Insgesamt erscheint aber
die topische Anwendung von CH auch beziglich der systemischen Sicherheit als

weitgehend sicher.

Aus dermatopharmakologischer Sicht kann zudem noch angefiihrt werden, dass die
mikromorphologischen Besonderheiten von psoriatischer Haut, flr die die topische
Anwendung validiert wurde, durch epidermale Hyperplasie (Hyperkeratose und
Akanthose) einer Diffusion von CH entgegenstehen (Wohlrab J 2014). Insbesondere
durch die verlangerte Diffusionsstrecke und den sich dadurch &ndernden
Diffusionskoeffizienten ergeben sich, den Fick’schen Diffusionsgesetzen folgend,
unglinstigere Penetrationsbedingungen im Vergleich zu gesunder Haut. Darlber
hinaus ist von einer deutlich erhéhten Reservoirfunktion durch das verdickte Stratum
corneum als primarem Akzeptor auszugehen, so dass von einer verlangerten
Diffusionskinetik mit verringerter maximaler kutaner Konzentration (C.,ax) auszugehen
ist. Dies lasst auch eine verminderte Permeation von CH erwarten, so dass ein
Bruchteil der berechneten Systemdosis von 3,2 mg/kg Kérpergewicht bei der topischen

Anwendung zur Juckreizstillung bei Psoriatikern in realitas wahrscheinlich ist.

Aus der Systemtherapie ist bekannt, dass Intoxikationen mit CH im Kindesalter
haufiger beobachtet werden (Laptook AR und Rosenfeld CR 1984; Reimche LD,
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Sankaran K et al. 1989; Anyebuno MA und Rosenfeld CR 1991; Kirimi E, Caksen H et
al. 2002; Caksen H, Odabas D et al. 2003; Allegaert K, Daniels H et al. 2005; Litman
RS, Soin K et al. 2010; Ozsoylu S 2010; Chen ML, Chen Q et al. 2017). Dies hangt
zunachst auch damit zusammen, dass CH hier haufiger zur Sedierung vor kleineren
invasiven Eingriffen bzw. vor bildgebenden Untersuchungstechniken zum Einsatz
kommt. Allerdings wird die Anwendung von CH im Spannungsfeld zu anderen Sedativa
zunehmen kritisch bewertet (Dallefeld SH, Smith PB et al. 2020). Dabei konnte
insbesondere bei Kleinkindern durch Metaanalyse der Vorteil anderer Sedativa
nachgewiesen werden (Li L, Zhou J et al. 2020). Insbesondere bei Frih- und
Neugeborenen missen Einschrankungen in der hepatischen Elimination vermutet
werden, die durch Kumulation von CH bzw. dessen verzogerter Elimination das Risiko
einer Intoxikation steigern kénnen (Laptook AR und Rosenfeld CR 1984; Anyebuno MA
und Rosenfeld CR 1991; Kirimi E, Caksen H et al. 2002). Insgesamt ergibt sich daraus
auch fur die topische Anwendung von CH ein verandertes Risikopotential bei der
Anwendung im Kindesalter. Insbesondere bei Sauglingen, Klein- und Schulkindern
kann ein vermehrter Penetrationsfluss von CH nach epikutaner Applikation nicht
ausgeschlossen werden (Ludriksone L, Garcia Bartels N et al. 2014). Zudem ergibt
sich aus der gegenuber Erwachsenen anderen Relation aus Korperoberflaiche zu -
volumen ein veréndertes pharmakokinetisches Schatzmodell, so dass die im Rahmen
dieser Arbeit berechneten Daten nicht unkorrigiert Ubertragen werden kénnen. Vor
diesem Hintergrund sollte eine topische Anwendung von CH im Kindesalter aufgrund

toxikologischer Risiken nicht erfolgen.

Ein weiterer toxikologischer Aspekt ergibt sich durch die mdgliche Entwicklung einer
Abhangigkeit nach wiederholter systemischer Anwendung von CH, die als
,Chloralismus® bezeichnet wird (Kirn L 1873; Chatagnon C und Chatagnon P 1960;
Poon R, Nakai J et al. 2002). Zun&chst wurde das Suchtph&nomen vor allem im
Zusammenhang mit dem unsachgemafl3en Gebrauch bzw. chronischen Missbrauch
von Chloral beschrieben (Rehm 1886). Spater erkannte man die neuropsychiatrischen
Effekte von Chloral nach chronischer Exposition und das sich daraus ableitende
Suchtpotential (Moore FJ 1953; Pranjic N, Sinanovic O et al. 2002). Zudem finden sich
in der Literatur auch wiederkehrende Berichte von akuten Intoxikationen, die als
Vergiftung oder auch in suizidaler Absicht mittels CH beobachtet wurden (Kirn L 1873;
Tizard H 1878; Gray G 1880; Nagel S und Schmechta H 1970; Lansky LL 1974; Van
Heijst AN, Zimmerman AN et al. 1977; Jensen IL, Frederiksen B et al. 1984; Ludwigs
U, Divino Filho JC et al. 1996; Nordt SP, Rangan C et al. 2014). Deshalb wurden auch

Methoden zum analytischen Nachweis von CH aus Biomaterialien sowie Verfahren zur
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Detoxikation entwickelt und publiziert (Payne LC 1954; Gerretsen M, De Groot G et al.
1979; Riabinin VE und Lifshits RI 1991; Delinsky AD, Bruckner JV et al. 2005). Diese
Berichte machen deutlich, dass CH bei unsachgemal3er Anwendung durchaus ein
toxikologisch relevantes Potential besitzt. Dennoch kann zusammenfassend
festgestellt werden, dass dieses Risiko bei der topischen Anwendung einer 3%-igen

Formulierung als duR3erst gering einzuschéatzen ist.
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5.4 Welche Bewertungen lassen sich fir die praktische Anwendung von

Chloralhydrat in Topika formulieren?

Da Juckreiz ein haufiges Symptom bei verschiedenen, meist entzindlichen oder
metabolischen Erkrankungen darstellt und zudem wesentlich die Krankheitslast durch
massive Beeintrachtigung der Lebensqualitat bestimmt, besteht ein groRer Bedarf an
effizienten Behandlungsmdglichkeiten (Weisshaar E 2016; Steinke S, Zeidler C et al.
2018; Kremer AE, Mettang T et al. 2020). Die Bedeutung von Juckreiz als
Krankheitssymptom flr die Lebensqualitat der Betroffenen wird auch dadurch deutlich,
dass chronischer Juckreiz in der ,Global Burden of Diseases-Study“ als eine der 50
haufigsten Erkrankungen mit besonderer Last benannt wird (Cohen AJ, Brauer M et al.
2017). Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich dargelegt, verbirgt sich hinter dem
Symptom Juckreiz kein einheitlicher Pathomechanismus, sondern eine komplexe,
eigenstandige Sinneswahrnehmung durch eine gestdrte neurosensorische Aktivitéat auf
verschiedenen Verarbeitungsebenen (Yosipovitch G, Rosen JD et al. 2018). Dabei
konnen eine Vielzahl molekularer Faktoren den Juckreiz auslésen oder unterhalten. Da
die pathogenetischen Kategorien klinisch nicht sicher zu identifizieren sind, ist ein
therapeutisches Konzept haufig von Empirie gepragt. In der topischen Therapie sind
die antipruriginésen Auswahlmdglichkeiten grundsatzlich sehr begrenzt (Hercogova J
2005; Yosipovitch G, Misery L et al. 2019). Am haufigsten werden antihistaminerge
Zubereitungen eingesetzt, die allerdings nur in einem schmalen und eher seltenen
Spektrum von Juckreizzustanden eine Wirkung zeigen (Thurmond RL, Kazerouni K et
al. 2015). Daruber hinaus kommt haufig Polidocanol, als Monotherapie oder in
Kombination mit Harnstoff, als schwach wirksame lokalandsthetische Substanz zur
Anwendung (Castello M und Milani M 2011; Hawro T, Fluhr JW et al. 2014). Auch
wenn es durch die neueren Erkenntnisse zur Pathogenese des Juckreizes eine
Vielzahl neuer Ansatze fiir die Therapie gibt, sind aktuell keine weiteren spezifisch
antiprurigindsen Therapieoptionen fir die topischen Anwendung verfligbar (Yosipovitch
G, Rosen JD et al. 2018). Vor diesem Hintergrund kommt CH als pharmakologisch gut
charakterisierte Substanz eine relevante Bedeutung zu. Die vorliegenden
Untersuchungsergebnisse leisten dazu einen entscheidenden Beitrag, da nun auch
eine evidenzbasierte Bewertung der kutanen Vertraglichkeit und der Risiken einer
systemischen Bioverfiigbarkeit nach topischer Applikation mdglich sind (Wohlrab J,
Gilbrich F et al. 2017).

Da fur die topische Anwendung von CH eine standardisierte Rezeptur

(Magistralrezeptur) vorliegt und durch Rezepturbiicher eine pharmazeutische

Plausibilitatsbewertung diesbeziiglich publiziert ist, wird durch die nun erarbeitete
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Sicherheitsbewertung eine rechtskonforme Anwendung arztlicherseits ermdglicht
(Neues Rezepturformularium 2015). Die Grundanforderungen an Arzneimittel sind im
Arzneimittelgesetz (AMG) festgeschrieben. Dabei werden eine Wirksamkeit sowie die
Unbedenklichkeit und eine definierte pharmazeutische Qualitdt gefordert. Bei
Rezepturarzneimitteln ist anders als bei Fertigarzneimitteln zum Nachweis der
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit nicht zwingend eine klinische Studie notwendig.
Damit werden Rezepturarzneimittel auch nicht zugelassen, sondern unterliegen der
genannten verpflichtenden Plausibilitéatsprifung durch Arzt (8 5, 8, 21 AMG) und
Apotheker (8 7 ApBetrO). Alle fur die Herstellung des Rezepturarzneimittels
verwendeten Ausgangsstoffe missen deshalb Arzneibuchqualitdt besitzen, die durch
den Hersteller bzw. Lieferanden durch Priifzertifikate nachzuweisen ist (8§ 6 Abs. 3
ApBetrO) und vom Apotheker vor Herstellung der Rezeptur Uberprift werden muss.
Dabei werden fur kritische Qualitatsstandards bestimmte Spezifikationen verwendet,
die die Herstellung und Prifung der Rezepturen regeln. Als unbedenklich sind
Rezepturarzneimittel nur anzusehen, wenn ausgeschlossen werden kann, dass ,nach
dem jeweiligen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse der begrindete Verdacht
besteht, dass sie bei bestimmungsgeméalRem Gebrauch schadliche Wirkungen haben,
die Uber ein nach den Erkenntnissen der medizinischen Wissenschaft vertretbares
Mall hinausgehen® (§ 5 AMG Abs.2). Um Ausgangsstoffe mit relevantem
Schadigungspotential  auszuschlieBen, wird eine Liste der bedenklichen
Rezepturarzneimittel von der Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft
(AKdA) zusammen mit der Arzneimittelkommission der deutschen Apotheker (AMK)
publiziert (Apotheker ADD 2015). CH wird in diesen Listen nicht als bedenklich gefihrt,
so dass auch diesbeziglich grundsétzlich keine Hindernisse fur den Einsatz in

Rezepturarzneimitteln bestehen.

Auch wenn der Apotheker fur ein fehlerhaft hergestelltes Rezepturarzneimittel haftet,
so obligt dem arztlichen Verordner die Haftung fur die Unschadlichkeit der Rezeptur im
Einsatz beim individuellen Patienten. Dabei missen die Bedingungen des
Patientenrechtegesetzes beriicksichtigt werden, die vorschreiben, dass neben der
Einhaltung allgemein anerkannter medizinischer Standards eine umfassende
Aufklarungspflicht des Patienten seitens des Arztes besteht (8§ 630 a BGB, 85 AMG)
(Gesundheit BF 2013). Dabei muss der behandelnde und verordnende Arzt auch tber
alternative MalRBnahmen und Therapiemethoden sowie deren Belastungen, Risiken und
Heilungschancen informieren (8§ 630 e BGB) sowie flr das Rezepturarzneimittel eine
schriftliche Gebrauchsanweisung aushandigen (82 Abs.1 Nr.7 AMVV).
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Der Einsatz von Rezepturarzneimitteln ist aus verschiedenen Griinden ein gangiges
Verfahren. So ergab eine Untersuchung des Verordnungsverhaltens im Zeitraum von
2011 bis 2014, dass etwa drei von zehn Verordnungen von Rezepturarzneimitteln
(30,54%) von Dermatologen stammen, obwohl diese im kassenarztlichen
Versorgungssystem nur 2,7% aller Arzte stellen. Von allen dermatologischen
Verordnungen sind mehr als die Halfte (53,6%) Rezepturarzneimittel (Staubach P,
Salzmann S et al. 2018). Diese aktuellen Daten verdeutlichen die Relevanz von
Rezepturarzneimitteln im dermatologischen Versorgungsalltag (Staubach P 2014;
Staubach P, Melhorn S et al. 2016).

Fur die topische Anwendung von CH sind bereits mehrere Rezepturformulierungen
beschrieben. Allerdings findet sich im Neuen Rezepturformularium (NRF) vor allem die
bereits unter 1.4.4. beschriebene 1-2-3 Creme. Die darin enthaltenen aktiven
Inhaltsstoffe CH, Menthol und Campher vermitteln alle antiprurigindése Effekte. Die
Pharmakodynamik von CH wurde bereits unter 1.4 beschrieben. Menthol wirkt Uber
Bindung an den transient receptor potential cation channel subfamily M (melastatin)
member 8 (TRPM8) antipruriginds und Campher vermittelt parasympatholytische
Effekte durch Blockade nikotinischer Cholin-Rezeptoren (Haught JM, Jukic DM et al.
2008; Cal K 2009; Nakashimo Y, Takumida M et al. 2010). Bei der Anwendung der 1-2-
3 Creme konnen die Effekte auf den psoriatischen Pruritus aller drei aktiven Inhaltstoffe
nicht voneinander getrennt werden, allerdings wird die vordergrindige Wirkung der
Formulierung CH zugeschrieben. Dies wird vor allem mit der Pharmakodynamik von
CH, aber auch mit dessen hoherer kutaner Bioverfligbarkeit durch die hohere

Einsatzkonzentration begriindet.

Ob der Einsatz von 1-2-3 Creme als topisches Antipruriginosum auch aus
gesundheitsékonomischer Sicht von Vorteil ist, kann derzeit nur abgeschéatzt werden.
Sollten sich die Erfahrungen zur Wirksamkeit auch in kontrollierten klinischen Studien
bestatigen, ware der Preis von ca. 100 -150 EUR pro 50 g Zubereitung angesichts
fehlender effektiver Alternativen im Spannungsfeld zur systemischen Anwendung von

Antipruriginosa als gunstig zu bewerten (Pereira MP und Stander S 2016).
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der topische Einsatz von CH durch die
vorliegenden Untersuchungsergebnisse mittels HET-CAM-Test und erganzend der
Laser-Doppler-Fluxmetrie an der CAM sowie durch die zytotoxikologischen
Untersuchungen im Scratch-Assay in Verbindung mit einer umfassenden Literatur- und
Datenrecherche und -analyse als weitgehend unbedenklich angesehen werden kann.
Die empirisch beobachtete antipruriginése Wirkung von CH in einer Konzentration von
3% in einer Magistralrezeptur kann bestatigt werden. Die vorgelegten Ergebnisse und
Analysen ermdglichen sowohl dem Apotheker als auch dem verordnenden Arzt eine
evidenzbasierte Plausibilitdtsprifung zur kutanen Vertraglichkeit und systemischen
Sicherheit von CH-haltigen Topika bei sachgerechter Anwendung. Aus regulatorischer
Sicht steht dabei der Verwendung von CH in Rezepturarzneimitteln fir die epikutane
Anwendung nichts im Weg. Dennoch muss der verordnende Arzt die besonderen
rechtlichen Rahmenbedingungen des Einsatzes von Rezepturarzneimitteln bedenken
und insbesondere eine individuelle Nutzen-Risiko-Abschéatzung, eine besondere
Aufklarungspflicht sowie die Verpflichtungen zur Wirtschaftlichkeit der Verordnung
berlcksichtigen.

Aus Betrachtungen der Systempharmakologie von CH kann gemutmal3t werden, dass
die GABAerge Wirkung auch bei topischer Applikation verantwortlich fir die
beobachteten Effekte auf den Juckreiz bei Psoriatikern ist. Zur Bewertung der
antipruriginésen Wirksamkeit von topisch appliziertem CH miuissen kontrollierte
klinische Studien in der Indikation Psoriasis bzw. in weiteren Indikationen durchgefihrt

werden.
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Thesen

1. Chloralhydrat ist ein lange bekannter Arzneistoff, dessen Wirkung im
Wesentlichen auf dem Einfluss des Metaboliten Trichlorethanol (TCE) auf y-
Aminobuttersaure (GABA)-induzierte Chloridstrome an neuronalen Zellen und
damit einer Verstarkung der neuroinhibitorischen Effekte von GABA beruht.

2. Chloralhydrat wird in einer Konzentration von 3% in topischen
Rezepturarzneimitteln zur Behandlung des psoriatischen Pruritus verwendet.
Um die regulatorischen Voraussetzungen fir eine evidenzbasierte
Plausibilitatsprufung fur Apotheker und Arzt zu ermdglichen, sind Daten zur
kutanen Vertraglichkeit und systemischen Sicherheit notwendig.

3. Mittels des ,hen’s egg test der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM)*
Testverfahrens wurde die Haut- und Schleimhautvertraglichkeit untersucht.
Erganzend dazu wurde mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie die Methodik
erweitert, um die Ergebnisse zu objektivieren. Die erhobenen Daten zeigen
Ubereinstimmend, dass im Konzentrationsbereich < 1,0 mmol/l Chloralhydrat
als unbedenklich angesehen werden kann.

4, Mittels Scratch-Assay wurden ergénzend zytotoxikologische Daten erhoben.
Auch diese zeigen einen Schwelleneffekt und im Konzentrationsbereich < 1,0
mmol/l keine Hinweise flr toxische Effekte.

5. Berechnungen zur Pharmakokinetik von Chloralhydrat, insbesondere
bezlglich der systemischen Bioverfligbarkeit mit Bezug auf die topische
Anwendung einer 3%-igen Chloralhydrat-haltigen Formulierung lassen
ebenfalls keine grundsatzlichen Bedenken erkennen. Dennoch kdnnen
Restrisiken aufgrund fehlender klinischer Daten nicht vollstandig
ausgeschlossen werden.

6. Aus regulatorischer Sicht ergeben sich somit keine Bedenken bei der
topischen Applikation von Chloralhydrat als Antipruriginosum in der
Psoriasistherapie.

7. Zur Bewertung der antiprurigindsen Wirksamkeit von Chloralhydrat sind

zwingend kontrollierte klinische Studien notwendig.
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