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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1 Einleitung und Zielstellung

Die dermale Applikation von Arzneistoffen ist heute géngige Praxis und beschrinkt sich
nicht nur auf die Behandlung oberfldchlicher Hautdefekte. Vielmehr kann sie auch dem
Erzielen einer Tiefenwirksamkeit bis hin zu systemischen Effekten dienen. Um in den
entsprechenden Hautschichten bzw. im Blutkreislauf therapeutische Konzentrationen
erreichen zu konnen, muss zunichst die Hauptpenetrationsbarriere, das Stratum corneum,
iiberwunden werden. Hierbei spielt neben den physikalisch-chemischen Eigenschaften des
Wirkstoffes die galenische Formulierung eine mafigebliche Rolle.

Mikroemulsionen sind moderne kolloidale Arzneistofftrdger, deren penetrationsforderndes
Potenzial weithin bekannt und akzeptiert ist. Sie zeichnen sich durch ein gutes
Solubilisierungsvermdgen, auch fiir schwer 16sliche Arzneistoffe, aus, sind auf einfache
Weise herzustellen und thermodynamisch stabil. Trotz zahlreicher Studien, die es zur
dermalen und transdermalen Anwendung von Mikroemulsionen gibt, besteht ein Infor-
mationsdefizit beziiglich des Mechanismus, welcher den exzellenten Penetrationseigen-
schaften zugrunde liegt. Ein komplexes Zusammenspiel von Faktoren, abhingig von der
Zusammensetzung und der daraus resultierenden dynamischen Mikrostruktur, wird
diskutiert. Um hier konkretere Einblicke zu erhalten, bestand die Aufgabenstellung des
ersten Teiles dieser Arbeit (Kapitel 3) darin, die transepidermalen Penetrationsprozesse am
Beispiel einer zuvor ausfithrlich physikochemisch charakterisierten Mikroemulsion
detailliert zu studieren. Dariiber hinaus sollte der Beitrag der follikuldren Route untersucht
werden. Diesem Weg wird in jiingster Zeit wieder mehr Beachtung geschenkt, und er
erscheint fiir Mikroemulsionen aufgrund ihrer geringen Grenzflichenspannung und guten
Spreitfahigkeit durchaus relevant. Schlieflich sollte die Durchfiihrung einer In-vivo-Studie,
in der die Stratum-corneum-Penetration sowie die Beteiligung der Hautanhangsgebilde
vergleichend zwischen der Mikroemulsion und einer halbfesten Zubereitung charakterisiert
werden, die Ergebnisse abrunden.

Der zweite Teil der Arbeit (Kapitel 4) befasst sich unter Zuhilfenahme eines Modellarznei-
stoffes mit den Mdglichkeiten, dessen Anreicherung in verschiedenen Kompartimenten der
Haut bzw. in der systemischen Zirkulation durch die Auswahl geeigneter Formulierungen
gezielt zu beeinflussen. Dabei wurde von konventionellen, halbfesten Zubereitungen
ausgegangen, deren Effektivitit im dermalen und besonders im transdermalen Wirkbereich
jedoch héufig limitiert ist. Eine einfache MaBnahme zur Erhéhung ihres Penetrations-
vermogens stellt der Zusatz von Enhancern dar. Wihrend fiir 1,2-Propylenglycol wider-
spriichliche Aussagen zu einem Enhancereffekt existieren, stehen inzwischen 1,2-Alkandiole

steigender Kettenldingen (1,2-Butylenglycol und 1,2-Pentylenglycol) fiir eine dermale
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Applikation zur Verfiigung. Deren Potenzial in dieser Hinsicht wurde bislang noch nicht
untersucht, jedoch konnten sich die gegeniiber 1,2-Propylenglycol modifizierten physiko-
chemischen Eigenschaften, zum Beispiel iiber giinstigere Solubilisierungsbedingungen fiir
schwer wasserlosliche Arzneistoffe, als vorteilhaft erweisen. Diesem Ansatz folgend, kamen
die genannten 1,2-Alkandiole im Rahmen von In-vitro-Liberations- und Penetrationsstudien
zum Einsatz. Um schlieBlich eine transdermale Wirksamkeit durch galenische Mallnahmen
zu erzielen, sollten innovative Mikroemulsionssysteme auf der Basis einer Kombination aus
Proteintensid und 1,2-Alkandiolen entwickelt, ausfiihrlich physikochemisch charakterisiert
und schlieBlich auf ihre Penetrations- und Permeationseigenschaften hin getestet werden.
Abschlieffend sollte der Vergleich der Ergebnisse aller Formulierungen die Mdglichkeiten

eines vehikelgesteuerten (trans-)dermalen Drug Targeting aufzeigen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Die Haut als Applikationsort von Arzneimitteln

2.1.1 Aufbau und Funktion der Haut
Die Haut, mit 1,5 bis 2 m” Fliche das grofte Organ des Menschen, grenzt den Korper

gegeniiber seiner Umwelt ab. Thre Dicke schwankt regional zwischen 1,5 und 4 mm. Sie
gewihrleistet den Schutz des Organismus gegeniiber mechanischen und chemischen
Einflissen, UV-Licht sowie Mikroorganismen, ist an Thermoregulation und Sinnes-
wahrnehmung beteiligt und besitzt als duBerster Vorposten des Abwehrsystems Immun-
kompetenz [1]. Aufgrund der Prisenz verschiedener Enzymsysteme in der Haut, wie
Esterasen, Transferasen oder Isoenzymen der Cytochrom P450-Familie, ist sie in einigem
Ausmal} zu metabolischen Aktivitdten fahig [2]. Neben allen physiologischen Funktionen ist
die Haut auch als Applikationsort flir Arzneistoffe von gro3em Wert.

Im Wesentlichen wird das Organ von aulen nach innen in Epidermis (Oberhaut), Dermis
(Lederhaut) und Subkutis (Unterhaut) gegliedert (Abbildung 1). Oberflachlich schlief8t sie
mit einem diinnen, leicht antimikrobiell wirksamen Hydrolipidfilm ab. Dieser setzt sich aus
Sebum- und Schweiflbestandteilen, epidermalen Lipiden und losen Hornhautschuppen
zusammen und hat einen pH-Wert von 5 bis 6. Fiir die Penetration von Arzneistoffen stellt er
kein Hindernis dar [3].

Haarschaft

Stratum corneum Epidermis

Stratum basale

oberer Gefidfiplexus

Talgdriisen .
Dermis

Haarfollikel

Haarmuskel
unterer Gefdfplexus |

ekkrine Schweilldriise Subkutis

Fettgewebe

Abbildung 1: Aufbau der menschlichen Haut (modifiziert nach GRUNEBERG, zitiert nach [4]).

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel. Sie besteht zu ca. 90 %
aus Keratinozyten, die dem Stratum basale entstammend auf ihrem Weg durch die epi-
dermalen Schichten streng regulierten Differenzierungs- und Umordnungsvorgéngen unter-

liegen. Die Kaskade endet im Stratum corneum (SC), einer Schicht aus avitalen, kernlosen

3
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Korneozyten, die aus Keratinfilamenten in einer amorphen Proteinmatrix, umbhiillt von einer
starren Hiille, dem ,,cornified envelope®, bestehen. Je nach Lokalisation umfasst das Stratum
corneum ca. 15-20 Zelllagen, wobei die Korneozyten in eine lipidreiche interzellulédre Matrix
eingebettet sind [1]. Letztere setzt sich groftenteils aus Ceramiden, Cholesterol, Cholesterol-
sulfat und freien Fettsduren zusammen, die sich mit dem in 10 bis 40 %igem Anteil ebenfalls
vorhandenen Wasser zu Lipiddoppelschichten (Bilayer) organisieren [5-7]. In den wasser-
fihrenden Schichten sind Feuchthaltefaktoren wie Harnstoff, verschiedene Carbonsiduren
und Ionen geldst. Die Struktur des Stratum corneum wurde im ,,brick and mortar* Modell
von ELIAS als heterogenes Zweikompartimentsystem beschrieben [8]. Der Vergleich mit
einer Mauer, in der Ziegelsteine von Mortel umgeben sind, spiegelt neben der Anordnung
auch die extreme Rigiditdt der Schicht wider, die damit die eigentliche Barrierefunktion der
Haut innehat. Hakendhnliche Strukturen der Korneozyten sowie die Corneodesmosomen als
makromolekulare Zell-Zell-Verbindungsstellen spielen in diesem Zusammenhang eine mal-
gebliche Rolle [9].

In den tieferen, lebenden Schichten der Epidermis sind Melanozyten und Langerhanszellen
als dendritische Zellen lokalisiert. Wiahrend die Melanozyten die Pigmentierung der Haut
regulieren und vor schidigender UV-Strahlung schiitzen, besitzen die Langerhanszellen als
Teil des Immunsystems Phagozytoseaktivitit und sind an epikutanen Sensibilisierungs-
prozessen beteiligt. Bei den ferner im Stratum basale angesiedelten Merkelzellen handelt es
sich um Nervenzellen, die fiir die Sinneswahrnehmung bedeutsam sind.

Die Dermis (Korium) ist ein Gewebe hoher Reififestigkeit und Elastizitit, welches aus
vernetzten Kollagenfaserbiindeln und elastischen Fasern besteht. Sie beherbergt das die Haut
versorgende mikrovaskulidre Gefanetz, wobei der oberflichliche vom tieferen horizontalen
Plexus unterschieden wird. Zwischen beiden verlaufen vertikale Verbindungslinien.
Daneben finden sich hier Nervenzellen, Fibroblasten sowie die zur Mediatorfreisetzung
befdhigten Mastzellen.

Als unterste Schicht dient die Subkutis mit ihren traubenformig angeordneten Fettzellen als
Nihrstoff- und Wasserspeicher sowie dem Wérme- und mechanischen Schutz. Die gelartige
Fiillsubstanz von Dermis und Subkutis ist aus Proteoglykanen und Glykosaminglykanen
zusammengesetzt.

Haare, Négel sowie Talg- und Schweilldriisen sind als Hautanhangsorgane epidermaler
Abkunft, jedoch tief in die Dermis eingebettet. Ihr Auftreten unterbricht das durchgehende
Stratum corneum, was sie damit als potentielle Penetrationsroute flir Arzneistoffe von
Interesse sein ldsst [10]. Das Haar z.B. steckt in einer Invagination der Epidermis, dem Haar-
follikel, und ist folglich mit Epidermiszellen ausgekleidet. Eine voll funktionstiichtige Horn-
schicht fehlt allerdings. In den oberen, trichterformig erweiterten Teil des Follikels, das
Infundibulum, miinden die Talg- und ggf. eine apokrine Driise. Haarfollikel besitzen einen
eigenen GefdBplexus sowie ein dichtes Nervengeflecht [1, 10]. Follikeldichte, Follikel-
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volumen und die damit verbundene VergroBerung der Hautoberfliche hingen stark von der
Korperregion ab [11].

2.1.2 Dermale Arzneistoffaufnahme

Die Aufnahme von Arzneistoffen durch die Haut ist ein komplexes Wechselspiel zwischen
den physikalisch-chemischen Eigenschaften von Pharmakon und Vehikel sowie der
Barrierefunktion am Applikationsort [4, 12].

Die gelosten Wirkstoffmolekiile diffundieren zunéchst in der Formulierung entlang eines
Konzentrationsgradienten zur Grenzfliche Vehikel - Haut (Freisetzung), penetrieren in das
Stratum corneum und permeieren die vitale Epidermis und Dermis. Uber das dort
eingebettete mikrovaskulire GefiBnetz kann die Absorption, also der Ubertritt in die
systemische Zirkulation erfolgen. In dieser Abfolge stellt die Wirkstoffdiffusion in das
Stratum corneum in der Regel den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar.

Die dermale Arzneistoffaufnahme ist ein passiver Vorgang, der sich trotz komplexer
Barrierestrukturen mit Hilfe des 1. FicKschen Diffusionsgesetzes beschreiben ldsst. Hierzu
wird das Stratum corneum vereinfacht als isotrope lipophile Verteilungsmembran betrachtet
und der permanente Abtransport des Diffusanten zur Einhaltung von Sink-Bedingungen
vorausgesetzt. Der Substanzfluss des Arzneistoffes, der Flux J, unterliegt demnach
folgenden Abhéngigkeiten:

do _D'VkSC/V .

J = = c,=P-c, Gleichung 1
dt-A h
Dabei sind
dQ/dt pro Zeiteinheit aus dem Vehikel diffundierende Arzneistoffmenge,
A Flache,
D Diffusionskoeffizient des Arzneistoffes im Stratum corneum,
Vkscv Verteilungskoeffizient Stratum corneum/Vehikel,
h Léange des Diffusionsweges bzw. vereinfacht: Dicke des Stratum corneum,
Cy Konzentration des freien, gelosten Arzneistoffes im Vehikel und
P Permeationskoeffizient.

Die Gleichung spiegelt das oben genannte Zusammenspiel von Arzneistoff, Vehikel und
Haut wider. Triebkraft der Penetration ist der Konzentrationsunterschied beiderseits des
Stratum corneum, der unter Sink-Bedingungen zu c, vereinfacht und durch eine Konzen-
trationserhohung des Arzneistoffes bis zum Erreichen der Sattigungsloslichkeit im Vehikel,
die der maximalen thermodynamischen Aktivitit entspricht, gesteigert werden kann. Einen
Sonderfall stellen tiberséttigte Systeme dar. Im Diffusionskoeffizienten zusammengefasst
finden sich Viskositdt, PartikelgroBe und Temperatur als weitere Einflussgroen auf den

Flux [13]. Neben der Lénge des Diffusionsweges, abhidngig von Hautareal, Hydratisierungs-



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

zustand und Diffusionsroute, spielt die Verteilung des Arzneistoffes zwischen Vehikel und
Stratum corneum eine grof3e Rolle [4, 13-15].

Der Verteilungskoeffizient Vk (angegeben als logP bzw. logD) charakterisiert generell das
Verteilungsverhalten eines Stoffes zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen
entsprechend seiner physikalisch-chemischen Eigenschaften. Goldstandard zur Bestimmung
ist das n-Octanol/Puffer-System [13]. Je hoher der Wert fiir einen Arzneistoff ist, desto
grofler ist seine Tendenz, sich in einer lipophilen Phase (Membran) anzureichern. Da das
Stratum corneum sowohl hydrophile als auch lipophile Bereiche umfasst, ist die Penetration
von Stoffen mit einem Verteilungskoeffizienten nahe 1 beglinstigt [16].

Die Passage der Hauptpenetrationsbarriere kann generell auf zwei verschiedenen Wegen
stattfinden: durch das intakte Stratum corneum (transepidermal) oder {iber die Hautanhangs-

gebilde. Abbildung 2 veranschaulicht dies.

transglandulére Route transepidermale Route

transfollikuldre Route
/ \ / interzelluldre Route  transzelluldre Route

Interzellulérer
Raum Lipi

d Wasser  Cholesterol  Triglycerid Matrix Keratin

Abbildung 2: Penetrationswege durch das Stratum corneum. Links: zitiert nach [4], rechts: modifiziert nach
BARRY [17].

Der transepidermale Weg kann zum einen transzelluldr, zum anderen interzelluldr erfolgen.
Die gewundene Route entlang der Lipidbilayer wird inzwischen nicht nur fiir lipophile,
sondern auch fiir hydrophile Molekiile als die relevanteste angesehen [14, 18-22]. Wiahrend
ein lipophiler Stoff bevorzugt entlang der Alkylketten der Lipide diffundiert, nutzen
hydrophile Substanzen die Bereiche der polaren Kopfgruppen [17, 23].

Die direkte Passage des intakten Stratum corneum wird bei den sogenannten ,,Shunt“-Routen
umgangen. Dem Transport entlang der Schwei3driisen (transglanduldr) und der Haarfollikel
einschlieBlich der damit assoziierten Talgdriisen (transfollikuldr) wurde lange Zeit wenig
Beachtung geschenkt [14]. Die dem zugrunde liegende Annahme, dass die Hautanhangs-
gebilde nur ca. 0,1 % an der gesamten Korperoberfliche ausmachen, konnte in
systematischen Untersuchungen von OTBERG et al. zu FollikelgroBe und -verteilung in
verschiedenen Korperarealen nur fiir die Innenseite des Unterarms bestétigt werden. Diese

Region wird jedoch am hidufigsten flir Penetrationsstudien genutzt. Ein potenzielles
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follikuldres Reservoir fiir topisch applizierte Substanzen, welches dem des Stratum corneum
vergleichbar ist, ergab sich fiir die Haut an Stirn und Wade [11, 24]. Generell stehen nur die
Follikel als Penetrationsweg zur Verfiigung, die Talgproduktion bzw. Haarwachstum
aufweisen und nicht mit einem ,Deckel“ aus abgestoBenen, mit Talgbestandteilen
verbundenen Korneozyten verschlossen sind [25, 26]. In diesem Zusammenhang ist von
Interesse, dass die Penetration in die Follikel wesentlich schneller erfolgt als die ihr entgegen
gerichteten physiologischen Wachstums- und Sekretionsprozesse [27]. Nach ersten
Hinweisen auf die Bedeutung der transfollikuldren Route in den 60er Jahren von
SCHEUPLEIN et al. (z.B. [28]) wurden bis heute zahlreiche Studien durchgefiihrt, die dies
auch fiir andere als polare Substanzen, Elektrolyte und groBBe Molekiile [3] in mehr oder
minder groBem Umfang bestdtigten. Beispielhaft seien folgende Arbeiten genannt [29-36].
Inzwischen existieren vielversprechende Ansétze fiir potentielle klinische Anwendungen
follikuldren Targetings, zum Beispiel in den Bereichen transkutane Vakzination, Immun-
und Stammzelltargeting sowie Gentherapie. Eine aktuelle Ubersicht wurde kiirzlich von
KNORR et al. publiziert [37].

2.1.3 Strategien zur Verbesserung der Penetration

Um Arzneistoffe gezielt in bestimmten Hautschichten anzureichern bzw. sie auf trans-
dermalem Weg dem Blutkreislauf zuzufiihren, konnen verschiedene Strategien verfolgt
werden. Die Grafik stellt in einer Ubersicht die bedeutendsten Moglichkeiten dar. Farbig

hervorgehoben sind dabei die Mallnahmen, die fiir die vorliegende Arbeit relevant sind.

Verbesserung der Penetration

Arzneistoff-Vehikel- Vehikel- Veranderung des Entfernung / Umgehung elektrisch unterstutzte
Wechselwirkung auswahl Stratum corneum des Stratum corneum Methoden
_| Wirkstoff / Prodrug | | | Liposomen u.a. —| Hydratisierung | —| Mikronadeln | Phonophorese
Vesikel
Enhancer

—| Chemisches Potential | N - Chemische Ablation
] | Ain
ﬂ Tonenpaare / Koazervate | Mo —| Follikuldrer Transport | —| Elektroporation |

—| Eutektische Systeme | Beschleunigte Magnetophorese

— | Partikel

Abbildung 3: Strategien zur Verbesserung der Penetration bei topischer Applikation von Arzneistoffen
(modifiziert nach [38], [39]).

Details zur follikuldren Penetrationsroute sowie zu Mikroemulsionen als kolloidale Vehikel-
systeme sind an anderer Stelle beschrieben (vgl. Kapitel 2.1.2 und 2.2.2). Nachfolgend soll
kurz auf die Verwendung von Penetrationsenhancern eingegangen werden. Diese Stoffe
dringen in die Haut ein und setzen reversibel deren Barrierefunktion herab. Die Wirk-
mechanismen sind sehr komplex und selten eindeutig aufgeklirt. Im Wesentlichen liegen

Verdnderungen innerhalb der Stratum-corneum-Lipidbilayer und/oder Proteine sowie eine
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Beeinflussung des Verteilungsverhaltens zugrunde. Modifikationen im Arrangement der
Lipide durch Wechselwirkungen im Bereich der hydrophilen Kopfgruppen bzw. der Fett-
sdurereste filhren zu einer erhohten Fluiditdt und gednderten Polaritit. Die Auflockerungen
der Lipidstrukturen treten vermutlich nicht gleichméBig, sondern heterogen auf. Ein solches
,,pooling*-Phinomen wurde fiir die mit Propylenglycol synergistisch wirkende Olsiure und
fiir Azone festgestellt. Es gilt flir die meisten Enhancer als wahrscheinlich.

Interaktionen mit dem intrazelluliren Keratin reichen von Konformationsinderungen (z.B.
durch Dimethylsulfoxid, DMSO) bis zur Denaturierung und verursachen Quellung und eine
verstarkte Hydratisierung der Hornschicht. Stirkere, dermatologisch nicht tolerierbare
Schiaden an der Integritit des Stratum corneum entstehen durch Losungsmittel in hohen
Konzentrationen. Hier werden die fiir die Kohidsion der Korneozyten verantwortlichen
Desmosomen angegriffen.

Durch Enhancer, die in der Regel gute Losungseigenschaften besitzen, kann das Verteilungs-
verhalten von Arzneistoffen oder Cosolvenzien in die Haut giinstig beeinflusst werden. Dies
trifft zum Beispiel fiir Pyrrolidonderivate wie NMP (N-Methyl-2-Pyrrolidon) zu.

Neben diesen direkten Verdnderungen von Struktur und Eigenschaften des Stratum corneum
existieren weitere, indirekte Moglichkeiten der Beeinflussung. So kann die thermo-
dynamische Aktivitit eines Arzneistoffes in einem ethanolhaltigen Vehikel durch dessen
schnelle Penetration bzw. Verdunstung bis zur Einstellung eines tlibersittigten Zustandes
erhoht werden. AuBlerdem wird eine Schlepperfunktion bestimmter Solvenzien (z.B.
Propylenglycol, PrG, vgl. Kapitel 4.3) auf Wirkstoffe diskutiert (Solvent-drag-Effekt).

Als typische Bestandteile halbfester Formulierungen kdnnen auch Tenside die Penetration
fordern. Dabei wird anionischen Vertretern, zumindest bei Langzeitexposition, ein stirkerer
Effekt zugesprochen. Nichtionische Emulgatoren gelten allgemein als sicher in der
Anwendung und wenig irritativ.

SchlieBlich soll das sicherste und iiberaus effektive Enhancermolekiil Wasser nicht
unerwéhnt bleiben. Durch eine verstirkte Hydratisierung infolge Okklusion kann die Auf-
nahme vieler Arzneistoffe in die Haut gefordert werden [12].

Generell ist die Wirkung von Enhancern meist konzentrationsabhéngig und arzneistoff-
spezifisch. Sie kann bestenfalls fiir Substanzen mit &hnlichen physikochemischen Eigen-
schaften vorausgesagt werden, wobei das Ausmal} des Effektes kaum prognostizierbar ist.
Fiir weitere detaillierte Einblicke in die Thematik der Penetrationsenhancer sei auf [40, 41]

verwiesen.

2.2 Mikroemulsionen

2.2.1 Definition und Eigenschaften

Mikroemulsionen (ME) zdhlen zu den modernen kolloidalen Arzneitrdgersystemen. Ihre
Bildung wurde erstmals 1943 von HOAR und SCHULMAN beschrieben [42]. Sie erfolgt
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spontan bei Kombination geeigneter Mengen einer hydrophilen und einer lipophilen
Komponente mit einem Tensid sowie einem Cotensid. Die resultierenden Systeme sind
einphasig, optisch isotrop, transparent bis leicht opaleszent, thermodynamisch stabil und von
niedriger Viskositét [43-45]. Der ohne Energieeintrag ablaufende Bildungsprozess geht mit
einer deutlichen Erniedrigung der Grenzflachenspannung einher [46, 47]. Dazu bedarf es des
genannten Cotensides, welches in den Grenzfldchenfilm eindringt und dessen Kriimmung
und Fluiditit verstirkt [47, 48]. Zum Einsatz kommen in der Regel kurz- bis mittelkettige
Alkohole bzw. aus Grinden der Hautvertriglichkeit nichtionische Emulgatoren.
Insbesondere niedermolekulare Alkohole zeigen auch Bulkeffekte. Das bedeutet, sie
verteilen sich zwischen den Mikrokompartimenten einer Mikroemulsion und verdndern
deren relative Hydro- bzw. Lipophilie [49].

Mikroemulsionen existieren in unterschiedlichen Mikrostrukturen, d.h. submikroskopischen
Regionen wiéssriger oder lipophiler Natur, die durch einen flexiblen Grenzflichenfilm
voneinander getrennt sind [50]. Im Wesentlichen werden bikontinuierliche Systeme von
tropfchenartigen abgegrenzt. Letztere konnen entweder wasser- oder dlkontinuierlich ausge-
pragt sein und entsprechen dem Konzept geschwollener Mizellen. Die Grof3e der kolloidalen
Kompartimente bewegt sich dann im Bereich von 10 bis 100 nm. Bikontinuierliche Mikro-
emulsionen, erstmals beschrieben 1976 [51], zeichnen sich dadurch aus, dass Wasser und
Lipid jeweils zusammenhéngende Domédnen ausbilden, die durch tensidreiche Grenzfldchen
voneinander separiert sind. Sie entstehen vorrangig, wenn annihernd gleiche Mengen an Ol
und Wasser sowie groflere Quantititen an Tensid im System vorliegen. Dariiber hinaus
erscheint auch die Existenz nicht-sphirischer Assoziate in einer mehr oder weniger kontinu-
ierlichen Umgebung der Komponente mit der hdheren Volumenfraktion als Ubergangs-
zustand zwischen den genannten Extrema plausibel [52]. Eine klare Abgrenzung der
tropfchenartigen Mikroemulsionen von anderen kolloidalen Strukturen, insbesondere
solubilisierten mizellaren Systemen ist problematisch, da ein eindeutig definierter
,,Umschlagspunkt fehlt [48, 53]. Analog ATTWOOD [48] und in Ubereinstimmung mit der
von DANIELSSON und LINDMAN [43] postulierten Definition schlieft der Term ,,Mikro-
emulsion in der vorliegenden Arbeit die genannten Systeme mit ein.

Gemeinsam ist allen submikroskopischen Ausprigungen ihre hohe Dynamik. Die Assoziate
sind stindigem Aufbrechen und spontanen Reorganisationsprozessen unterworfen [50, 54].
Obwohl die Systeme demzufolge keine statischen Phasen entsprechend der GiBBSschen
Definition ausbilden, werden die wasser- bzw. dlreichen Dominen in der Literatur haufig als
,»Phasen® bezeichnet. Ebenso wird der Term ,,Mikroemulsion* selbst, eingefiihrt 1959 [55],
gelegentlich irrefiihrend verwendet. Er impliziert falschlicherweise emulsionsartige
Eigenschaften mit Tropfengroflen im Submikronbereich. Tabelle 1 fasst die wesentlichen
Unterschiede zwischen beiden Technologien zusammen.

Die besonderen Eigenschaften der Mikroemulsionen erdffnen verschiedene Vorteile fiir ihre

pharmazeutische Verwendung. Dazu gehoren die einfache Herstellung, Langzeitstabilitét,
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eine hohe Solubilisierungskapazitit fiir hydrophile und lipophile Arzneistoffe sowie ihr
penetrationsforderndes Potenzial. Neben der nachfolgend beschriebenen Applikation auf die
Haut finden die Formulierungen u.a. auch im oralen [56-59], parenteralen [60] und ophthal-

mologischen [61-63] Bereich Anwendung.

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Mikroemulsionen und Emulsionen.

Eigenschaft Mikroemulsion Emulsion

Aussehen transparent bis leicht opaleszent milchig

Stabilitat thermodynamisch stabil kinetisch stabilisiert
Bildung spontan unter Energieaufwand
Grenzflaichenspannung geht gegen 0 mN'm’! ~50 mN'm™

Mikrostruktur dynamisch (fluktuierende Grenzflichen) statisch (bis zur Koaleszenz)
optische Isotropie ja nein

GroBe der kolloidalen 10-100 nm > 500 nm

Assoziate bzw. Tropfchen (Nanoemulsionen: > 50 nm)

2.2.2 Mikroemulsionen zur topischen Applikation

Die topische Applikation von Mikroemulsionen kann sowohl die Erhohung der dermalen
Verfiigbarkeit von Arzneistoffen als auch eine systemische Wirkung unter Umgehung des
Gastrointestinaltraktes sowie eines First-pass-Effektes zum Ziel haben. Der Status quo
wurde kiirzlich in eigener Arbeit ausfiihrlich diskutiert [64]. Die nachfolgenden
Betrachtungen beschrinken sich daher auf Faktoren, die einen Einfluss auf das Penetrations-
verhalten austiben.

Obwohl das Potenzial der Formulierungen, die Arzneistoffpenetration zu fordern, weithin
akzeptiert ist, besteht ein Informationsdefizit beziiglich des zugrunde liegenden
Mechanismus. Wahrscheinlich kommt es zu einem komplexen Zusammenspiel von
Faktoren, abhédngig von der Zusammensetzung und der daraus resultierenden Mikrostruktur.

Mehrfach wurde der Einfluss der Tensidmenge auf den Arzneistoffflux untersucht mit dem
Ergebnis, dass eine Erhohung dieses Anteils nicht unbedingt eine verbesserte Penetration zur
Folge hat [65-72]. Innerhalb formulierungsspezifischer Grenzen trat sogar eine inverse
Korrelation auf. Einige Autoren vermuteten, dass die thermodynamische Aktivitit der
Arzneistoffe durch steigende Tensidmengen geringer wird [71, 72]. Damit kann eine
generelle Penetrationssteigerung infolge tensidbedingter Verdnderung der Barriereeigen-
schaften des Stratum corneum ausgeschlossen werden.

Als weiterer Faktor wurde ein optimales Tensid/Cotensid-Verhéltnis diskutiert. Um ein
groBBes Mikroemulsionsgebiet im Phasendreieck auszubilden, erwies sich bei Kombination
nichtionischer Tenside mit Glycolen oder Transcutol als Cotensid ein groeres Verhiltnis als
vorteilhaft [67, 68, 73]. Ein hoherer Arzneistoffflux wurde andererseits durch kleinere
Relationen erreicht [68, 74].

10
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GroBlen Einfluss besitzt die Menge an Wasser in einer Mikroemulsion. OSBORNE et al.
fanden in Permeationsuntersuchungen eine Korrelation mit dem Flux ihres Modell-
wirkstoffes Glucose. Die Anwesenheit freien Wassers erwies sich als essentiell fiir den
Glucosetransport in die Haut. Dienten bei einem niedrigen Wassergehalt hingegen alle
Wassermolekiile der Hydratisierung der Tensidkopfgruppen und standen nicht fiir eine
Verteilung in die Haut zur Verfligung, war der Wirkstofftransport erheblich eingeschriankt
[75]. Ahnliches berichteten SINTOV und SHAPIRO iiber den Flux von Lidocain [68] sowie
CHANGEZ et al., die lecithinhaltige Mikroemulsionen fiir die dermale Applikation von
Tetracainhydrochlorid nutzten [76].

Die kontinuierlich und spontan fluktuierenden Grenzflichen der kolloidalen Systeme
ermoglichen eine hohe Arzneistoffmobilitit, was wiederum Diffusionsprozesse der
Substanzen unterstiitzen kann [52]. NMR-Studien von KREILGAARD et al. [66] und HUA et
al. [74] zur Dynamik innerhalb der Mikroemulsionen konnten eine These hervorbringen, die
alle genannten Einflussfaktoren umfasst. Beide Gruppen fanden eine Korrelation zwischen
der Arzneistoffmobilitdt im Vehikel, die von der ausgebildeten Mikrostruktur abhingig ist,
und dem Arzneistoffflux. Von grofer Bedeutung ist das optimale Ausmall der Hydrati-
sierung der Tensidkopfgruppen, bei dem gleichzeitig ausreichend freies Wasser zur Ver-
fiigung steht, das eine schnelle Wirkstoffdiffusion ermdglicht. Der notwendige Wasseranteil
ist fir jedes quaterndre System spezifisch und héngt u.a. von der Art des (Co)Tensides ab,
insbesondere von Grofe und Wasserbindungsvermogen der polaren Kopfgruppe. Dieses
Prinzip scheint nicht nur fiir hydrophile Wirkstoffe [75] zu gelten. Auch die Permeabilitit
lipophiler Substanzen korreliert mit dem Diffusionsvermdgen des Wassers [74]. In diesem
Kontext wurde vermutet, dass die Hydratisierung des Stratum corneum durch die
Formulierung eine wichtige Rolle spielt.

Zur Verbesserung der Anwenderfreundlichkeit, aber auch zur chemischen Stabilisierung von
Wirkstoffen wurde der Zusatz von Polymeren zur Viskosititserhohung erprobt. Der Ver-
gleich mit den entsprechenden unmodifizierten Vehikeln ergab interessanterweise keine
negativen Auswirkungen auf die Permeationseigenschaften, vielmehr war das Gegenteil der
Fall [77, 78]. In diesem Zusammenhang belegten NMR-Untersuchungen an einer gelatine-
haltigen W/O-Mikroemulsion, dass die einzelnen Komponenten — Tensid, Ol und Wasser —
ihre urspriinglichen Mobilititen beibehielten, obwohl die Makroviskositit des Vehikels
deutlich erhoht war [79, 80].

Aus den genannten Zusammenhingen kann geschlussfolgert werden, dass das volle
Diffusionspotenzial eines Wirkstoffes durch Zusammensetzung bzw. Mikrostruktur einer
Mikroemulsion eingeschrinkt sein kann. Beispiele dafiir sind Adsorption der Arzneistoff-
molekiile an die Tenside bis hin zu deren ,,Einkapselung® oder die ungiinstige Verteilung des
Arzneistoffes zwischen Formulierung und Haut [74, 75, 81]. Die Wahrscheinlichkeit dafiir
ist umso grofer, wenn amphiphile Wirkstoffe oder groe Mengen an Tensid verarbeitet

werden. Mikroemulsionen vom wasserkontinuierlichen Typ iiberzeugten in den meisten

11
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Studien, auch wenn die Penetration hydrophiler Substanzen gefordert werden sollte [64, 82,
83].

Neben Mobilitdtsparametern ist die gute Solubilisierungskapazitit der kolloidalen
Formulierungen fiir hydrophile und lipophile Wirkstoffe ein wesentlicher Punkt. Schopft
man diese durch Sittigung oder sogar Ubersittigung der Mikroemulsionen aus, resultieren
eine hohe thermodynamische Aktivitit sowie ein hoher Konzentrationsgradient zwischen
Vehikel und Haut. Beides sind wichtige Antriebskrifte fiir den Arzneistofftransport [84-87].
Ebenso konnte sich die Penetration weiterer Mikroemulsionsbestandteile vorteilhaft auf die
Loslichkeit eines Arzneistoffes im Stratum corneum auswirken [88]. Moglicherweise steht
die erhohte perkutane Absorption des Modellwirkstoffes Cetylalkohol, die nach Vorbe-
handlung der Haut mit einer Mikroemulsion von LINN et al. beobachtet wurde, damit in
Zusammenhang. Sie trugen die Substanz nach Applikation des kolloidalen ,,Placebo-
vehikels® mit Hilfe einer Creme sowie einer Lotio auf [89].

Den Penetrationsweg betreffend gilt generell die transepidermale, speziell die interzelluldre
Route als bedeutendste sowohl fiir lipophile als auch fiir hydrophile Stoffe [14, 21, 22, 90].
Jedoch kann die in jiingster Zeit wieder hdufig untersuchte follikuldre Penetration [91] auch
fiir Mikroemulsionen in Betracht gezogen werden. Dies zeigten erste Studien von BUU et al.
[92] sowie CHANGEZ et al. [76]. Ein Grund dafiir konnte die sehr geringe Grenzflachen-
spannung in den Formulierungen sein, die einen hervorragenden Hautkontakt vermittelt.
Neben einer guten Spreitfahigkeit kann sich auch die geringe Viskositit giinstig auswirken.
Mehr oder weniger erfolgreich lie3 sich die Permeation von Stoffen steigern, wenn Mikro-
emulsionsrezepturen durch Penetrationsenhancer ergénzt wurden. Zur Anwendung kamen
z.B. Olsdure, Dimethylsulfoxid, Cholesterol und Terpene [93-96]. Am Beispiel des
hydrophilen Diphenhydraminhydrochlorid konnte gezeigt werden, dass ein potentieller
Enhancereffekt von der Route des Wirkstoffes durch das Stratum corneum abhéngt [94].

Die aufgefiihrten Faktoren belegen den engen Zusammenhang von Mikrostruktur und
Penetrationsvermdgen der Mikroemulsionen. Fiir detailliertere Einblicke in den zugrunde

liegenden Mechanismus bedarf es jedoch weiterer systematischer Forschungsansétze.

12



STRUKTUR- UND PENETRATIONSUNTERSUCHUNGEN AN DER MIKROEMULSION ME-BIP

3 Struktur- und Penetrationsunter-
suchungen an der Mikroemulsion
ME-BIP

3.1 Motivation und Zielstellung

Obwohl das penetrationsfordernde Potenzial von Mikroemulsionen weithin akzeptiert ist,
besteht ein Informationsmangel beziiglich zugrunde liegender Mechanismen. Wie in Kapitel
2.2.2 dargestellt, kann ein Zusammenspiel von Faktoren mit hoher Komplexitét
angenommen werden. Es basiert auf der Art der Inhaltsstoffe, der Zusammensetzung der
kolloidalen Formulierung und letztlich der daraus resultierenden Mikrostruktur.

Die in diesem Kapitel zusammengestellten Untersuchungen dienten der Entwicklung und
Etablierung einer auf physiologisch vertraglichen Inhaltsstoffen basierenden Mikroemulsion
mit gutem Solubilisierungspotenzial fiir lipophile Wirkstoffe. Nach ausfiihrlicher physiko-
chemischer Charakterisierung, die die Erfassung der Mikrostruktur zum Ziel hat, sollte diese
genutzt werden, um iiber verschiedene In-vitro- und In-vivo-Methoden tiefere Einblicke in

die Penetrationswege und -mechanismen der Formulierung zu erhalten.

3.2 Entwicklung und Phasendreieck

Ausgangspunkt der Entwicklung stellte eine bewéhrte Mikroemulsionsrezeptur dar, die aus
der Arbeit von K. JAHN hervorging [97] und auf der Verwendung nichtionischer Tenside
basierte. Sie konnte um weitere lipophile Komponenten erginzt werden:

Tabelle 2: Zusammensetzung der Basismikroemulsionen.

Komponente % (m/m)
Tagat”02'/Synperonic® PE/L 101* (2:3) 20
Lipophile Komponente" 5
Propylenglycol/Wasser (2:1) 75

* BIP (Butyl-/Isopropylphthalimid), Cetiol®B (Di-n-butyladipat), Cetiol® CC (Di-n-octylcarbonat), Eutanol® G16 (2-Hexyl-
decanol), IPM (Isopropylmyristat), Myritol® 318 (Capryl-/Caprinsiuretriglycerid), Olsiure

Eine der Modifizierungen gelang bereits in [101] mit der Einarbeitung einer neuartigen
lipophilen Komponente, dem BIP. Dabei handelt es sich um das eutektische Gemisch von
Butylpthalimid (BP, M = 203,2 g'mol”, logP = 3,15 + 0,25 [102]) und lIsopropylphthalimid

' PEG-glycerolmonooleat, M ~ 1235 g'mol”, HLB 15,0 [98]
? Poloxamer 331, M ~ 3800 g-mol', HLB 1,0 [99, 100]
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(IP, M =189,2 g-mol'l, logP = 2,44 + 0,26), die im Verhiltnis 60-75 % (m/m) zu 25-40 %
(m/m) vorliegen (Abbildung 4). Es weist neben guter Hautvertraglichkeit [103] hervor-
ragende Losungseigenschaften fiir Duftstoffe, Sonnenschutzmittel [104] sowie verschiedene
Arzneistoffe auf. Aufgrund seiner chemischen Struktur und der daraus resultierenden Eigen-
schaften ist BIP einer spektroskopischen Analytik sehr gut zugénglich und wurde im
Hinblick auf nachfolgende mechanistische Untersuchungen als lipophile Komponente der

Mikroemulsion ausgewaihlt.

0 o
Crp< e
O a) O b)

Abbildung 4: Chemische Struktur von Isopropylphthalimid (a) und Butylphthalimid (b).
Die Nutzung aller weiteren, ebenfalls optisch isotropen Modifikationen der Basisrezeptur ist
vor allem dann von Interesse, wenn gezielt nach einem Vehikel fiir einen bestimmten
Arzneistoff gesucht wird und dabei Kriterien wie individuelles Solubilisierungs- oder
Penetrationsvermogen im Vordergrund stehen.
Samtliche Formulierungen blieben iiber einen Zeitraum von mindestens drei Jahren optisch
transparent und zeigten keinerlei Triibungserscheinungen. Thre Lagerung erfolgte vor Licht
geschiitzt bei Raumtemperatur in dicht verschlossenen Gefdflen. Die chemische Stabilitét
von BIP in der Mikroemulsion konnte zusitzlich iiber einen Zeitraum von ca. 2,5 Jahren

durch regelméBige Gehaltsbestimmungen bestitigt werden. Der Lipidgehalt betrug nach 118
Wochen 100,66 % + 0,44 % (m/m) bezogen auf die Soll-Konzentration von 5,0 % (m/m).

Zur Charakterisierung der pseudoterndren Mischungen aus den Grundkomponenten
Tagat“02/Synperonic“PE/L 101, BIP und Propylenglycol/Wasser wurde ein Phasendreieck
erstellt (Abbildung 5). Transparente, niedrigviskose und optisch isotrope Systeme machten
mehr als ein Drittel seiner Fliche aus. Markiert ist die Mikroemulsion mit oben tabellierter
Zusammensetzung, deren stabile Lage im isotropen Gebiet bei relativ geringer Tensidmenge
zu der Entscheidung fiihrte, mit diesem System weitere Experimente durchzufiihren. Es wird
nachfolgend mit ME-BIP abgekiirzt.

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tagat O2 / Synperonic PE/L 101 (2:3)

Abbildung 5: Phasendreieck des Systems Tagat®02/Synperonic®PE/L 101 (2:3), BIP und Propylen-
glycol/Wasser (2:1) bei Raumtemperatur. Der optisch isotrope Bereich ist grau markiert. Ebenfalls
eingezeichnet ist die Lage der ME-BIP.
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3.3 Physikochemische Charakterisierung der ME-BIP

Die physikochemische Charakterisierung von Mikroemulsionen stellt aufgrund des
kolloidalen GréBenbereiches und der Dynamik der Mikrostruktur eine Herausforderung dar,
die den Einsatz verschiedener komplementdrer Methoden notwendig macht. Neben einem
umfangreichen Informationsgewinn sollen damit Fehlinterpretationen aufgrund moglicher

methoden- oder priaparationsbedingter Artefaktbildung minimiert werden.

3.3.1 Temperaturabhangiges Verhalten

GroBe und Lage des Mikroemulsionsgebietes im Phasendreieck sind temperaturabhingig
[53]. Um sicherzustellen, dass die ausgewidhlte ME-BIP bei dermaler Applikation und
anderer thermischer Belastung ihren Status behilt, wurde sie auf organoleptischem Niveau
nach Erwdrmung sowie Lagerung im Kiihlschrank beurteilt. Das System verblieb bis
einschlieBlich 60 °C im initialen einphasigen, transparenten Zustand. Ab 70 °C traten
Anzeichen einer Phasentrennung auf, die jedoch beim Abkiihlen reversibel waren. Die
Aufbewahrung bei 6 °C fiihrte zu keinerlei sichtbaren Verdnderungen. Daraus ldsst sich die
Stabilitdit der ME-BIP unter diversen Herstellungs- und Lagerungsbedingungen folgern.
AulBlerdem ist, was Temperatureffekte anbelangt, keine spontane Phasentrennung bei der

Auftragung auf die Haut zu erwarten.

3.3.2 Rheologie

Die Bestimmung des FlieBverhaltens, das von der qualitativen und quantitativen Zusammen-
setzung des kolloidalen Systems sowie der daraus resultierenden Mikrostruktur beeinflusst
wird, ist eine unkomplizierte Methode zur Erfassung makroskopischer Eigenschaften, die
auch erste Strukturhinweise geben kann. ALANY et al. nutzen die dynamische Viskositit als
Parameter, um in einem pseudoterndren Phasendreieck zunichst zwischen fliissigkristallinen
Phasen und isotropen Systemen zu unterscheiden [105]. Weiterhin kann der Ubergang von
tropfchenartigen Mikroemulsionen hin zu bikontinuierlichen verfolgt werden, der mit einem
Viskositdtsmaximum einhergeht [80, 105, 106]. In der Regel weisen tropfchenartige Mikro-
emulsionen ein idealviskoses FlieBverhalten auf, fiir bikontinuierliche Systeme wird teil-
weise von nicht-NEWTONschem Flieflen berichtet [44, 80, 107].

Die dynamische Viskositit der ME-BIP wurde sowohl bei Raum- als auch bei Haut-
temperatur bestimmt. Sie zeigte in beiden Féllen NEWTONsches FlieBverhalten (siehe
Abbildung 6). Bei 25 °C betrug die Viskositdt 103,5 mPa's. Sie nahm bei Temperatur-
erhohung auf 32 °C deutlich auf einen Wert von 77,4 mPa's ab, was mit der steigenden
kinetischen Energie der Molekiile begriindet werden kann, die zu einem erleichterten Anein-
andervorbeigleiten bei Scherung fiihrt [108]. Die Ergebnisse passen in ihrer Groenordnung
zu den von JAHN entwickelten Systemen, die anstelle von BIP 2-Octyl-dodecan-1-ol, Iso-
propylpalmitat bzw. Miglyol®812 als pharmazeutische Ole enthielten [97]. Das idealviskose

FlieBverhalten wurde dort als Hinweis auf das Vorliegen sphérischer Aggregate gewertet. In
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Ubereinstimmung damit finden sich in der Literatur Werte fiir die dynamische Viskositit
anndhernd vergleichbar zusammengesetzter O/W-Mikroemulsionen im Bereich von
20-120 mPas, z.B. [66, 71, 109, 110].
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Abbildung 6: Rheogramm von ME-BIP bei 25 °C und 32 °C.

Fir die Auftragung auf die Haut ist die FlieBfdhigkeit einer Formulierung auch von
praktischer Relevanz, insbesondere wenn Spriithsysteme zur Applikation in Betracht gezogen
werden [80]. Eine apothekeniibliche Sprayflasche erwies sich als geeignetes Primérpack-
mittel fiir ME-BIP. Es gewiéhrleistet eine gleichmifBige Verteilung des Vehikels auf der
Haut.

3.3.3 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen konnen strukturelle Unterschiede
zwischen tropfchenartigen und bikontinuierlichen Mikroemulsionen sowie anderen
kolloidalen Zustdnden (z.B. Liposomen und lamellare Phasen) visualisiert werden [105, 111,
112]. Bereits SCHULMAN et al. nutzten diese Art der Darstellung, aus der auch der Term
,micro emulsion* hervorging [55]. Bei der fiir Mikroemulsionen hiufig angewandten
Methode der Gefrierbruch-Transmissionselektronenmikroskopie (FF-TEM) wird nicht die
Probe selbst, sondern ein Oberflichenabdruck ihrer frischen, unverdnderten Bruchflichen im
TEM abgebildet [113, 114]. Zur korrekten Interpretation der Bilder sind Ergebnisse anderer
Charakterisierungsmethoden von groflem Vorteil, da insbesondere beim Einfrieren der
Proben eine Artefaktbildung stattfinden kann.

Fiir ME-BIP ergab sich aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen eine homogene
Mikrostruktur (Abbildung 7). Aus den Erhoéhungen und Vertiefungen, die aus den Hell-
Dunkel-Kontrasten hervorgehen, lief3 sich eine globulire Charakteristik ableiten. Die Durch-
messer der sphérischen Aggregate konnten mit 15-20 nm abgeschitzt werden. Im Vergleich
zu der in [97] dargestellten analog zusammengesetzten, jedoch lipidfreien mizellaren
Losung, die ebenfalls ein relativ einheitliches Bild mit einer Vielzahl sehr kleiner Partikel
lieferte, deuten die vergroBerten Aggregate der Mikroemulsion auf die Solubilisierung des
BIP innerhalb der mizellenartigen Strukturen hin.
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Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Aufnahme der ME-BIP.

3.3.4 Dynamische Lichtstreuung

Auch durch Streuverfahren konnen Informationen iiber die GroBe kolloidaler Strukturen
erhalten werden [44, 115]. Insbesondere Methoden der Lichtstreuung wurden bereits viel-
fach zur Charakterisierung von Mikroemulsionen genutzt [116-120]. In dieser Arbeit kam
die Dynamische Lichtstreuung (DLS) zur Anwendung. Sie detektiert zeitabhidngige
Intensitétsfluktuationen von Laserlicht, das an Teilchen bzw. Aggregaten einer Probe
gestreut wird, die der BROWNschen Molekularbewegung unterliegen. Die Auswertung
erfolgt liber eine Autokorrelationsfunktion, aus der der Diffusionskoeffizient der Teilchen D
ermittelt wird [121]. Da es sich bei Mikroemulsionen um interpartikuldr wechselwirkende
Systeme handelt, ergibt sich zunichst ein scheinbarer Wert, der unter Annahme harter,
kugelformiger Teilchen korrigiert wird [122]. Der resultierende wechselwirkungsfreie
Diffusionskoeffizient Dy ist schlieBlich {iber die STOKES-EINSTEIN-Gleichung invers mit dem
hydrodynamischen Radius Ry verkniipft. Die zum Ausschluss von Interaktionen sonst
iibliche Verdiinnung der Proben ist bei Mikroemulsionen nicht anwendbar, da sie zu einer
Verdnderung der Mikrostruktur fiihrt.

ME-BIP lieferte einen hydrodynamischen Radius von 12,0 +0,5 nm. Die gegeniiber der
lipidfreien mizellaren Losung (R, = 6,4 + 0,2 nm) festzustellende VergroBerung des Wertes
weist auf die Solubilisierung von BIP innerhalb der Tensidmizellen hin. Gleiches wurde von
JAHN und SHUKLA bei der Vermessung korrespondierender Systeme mit anderen pharma-
zeutischen Olen festgestellt [97, 122]. GemiB dem von den Autoren verwendeten und durch
Neutronenstreudaten untermauerten Strukturmodell beinhaltet der hydrodynamische Radius
neben dem reinen ,,Olkern® eine stirker gebundene Schicht von Tensidmolekiilen. Die
Schlussfolgerung, dass die Art der lipophilen Komponente geringen Einfluss auf dessen
GrofBe besitzt, findet durch ME-BIP weitere Bestétigung.

Alle bis hierher erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass sphdrische Aggregate im

unteren Nanometerbereich die submikroskopische Struktur der Mikroemulsion ausmachen.
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3.3.5 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR), auch electron paramagnetic resonance (EPR)
genannt, ist eine nicht-invasive Methode, die die Absorption elektromagnetischer Strahlung
im Mikrowellenbereich durch paramagnetische Molekiile oder Ionen (Spinquantenzahl
S#0) in einem magnetischen Feld nutzt, um Erkentnisse zu Struktur und Dynamik
komplexer Systeme zu gewinnen. Wahrend Elektronenspins ohne die Einwirkung eines
Magnetfeldes statistisch iiber alle Raumrichtungen verteilt vorliegen, kommt es durch das
Anlegen eines externen homogenen Feldes der magnetischen Induktion By zu deren
Ausrichtung (Abbildung 8a). Es resultieren zwei Zustinde, die zwei Energieniveaus
entsprechen: der parallel zum Magnetfeld ausgerichtete Grundzustand mit einer Magnet-
quantenzahl von mg = -2 und der antiparallel ausgerichtete angeregte Zustand mit mg = +%5.
Wird elektromagnetische Energie eingestrahlt, die der Energiedifferenz zwischen beiden
Zustinden Aquivalent ist (Resonanzbedingung), werden Uberginge zwischen den Spin-
zustdnden induziert (Abbildung 8b). Die dabei absorbierte Strahlung wird in Form ihrer
ersten Ableitung als ESR-Signal aufgezeichnet [123-125].
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung der Ausrichtung der Elektronenspins durch das Anlegen eines
Magnetfeldes (a) sowie die resultierende Aufspaltung der Energieniveaus (b).

Pharmazeutische Darreichungsformen sind meist ,,ESR-stumm®, da sie in der Regel keine
paramagnetischen Substanzen (z.B. NO, O, oder Ionen von Ubergangsmetallen) enthalten.
Durch die Einarbeitung stabiler paramagnetischer Reportermolekiile, sogenannter Spin-
sonden, sind sie den Messungen dennoch zuginglich. Hiufig kommen zu diesem Zweck
Nitroxylradikale zum Einsatz, die in einer Vielzahl von Derivaten zur Verfiigung stehen

[123]. Abbildung 9a und b zeigt die chemischen Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten
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Abbildung 9: Chemische Struktur der Spinsonden TEMPOL (a) und TEMPO (b) sowie mesomere Grenz-
strukturen der radikalischen Nitroxylgruppe (c).
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Ihre ESR-Spektren sind durch die Aufspaltung in ein Linientriplett gekennzeichnet
(Abbildung 10, rechts), die durch die Wechselwirkung des Elektronenspins mit dem Kern-
spin des '*N zustande kommt (Hyperfeinaufspaltung). Letzterer ist ebenfalls gequantelt
(Kernspinquantenzahl I=1). Er kann die Energieniveaus (bzw. Magnetquantenzahlen) my
von +1, 0 und -1 einnehmen. Da ein Elektronenspin-Flip nur ohne Anderung des Kernspins
erlaubt ist, resultieren drei Uberginge (Abbildung 10, links), die den drei Linien ent-

sprechen.

- mp=+1
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Abbildung 10: Aufspaltung der Energieniveaus bei Nitroxylradikalen (links) und die resultierende Aufspaltung
des ESR-Signals (rechts) [nach 126].

In Abhéngigkeit ihrer physikochemischen Eigenschaften verteilen sich die Nitroxylradikale
in strukturierten Arzneitrigern in unterschiedliche Kompartimente hinein. Aus den ESR-
Spektren konnen nun Informationen iiber ihre jeweilige Mikroumgebung abgeleitet werden,
von denen Mikropolaritit und -viskositét in dieser Arbeit von Relevanz sind.

Der Linienabstand, genauer die Hyperfeinkopplungskonstante an, gibt Hinweise auf die
Polaritat der direkten Umgebung der Sonde, da sie der Aufenthaltswahrscheinlichkeit des
ungepaarten Elektrons am Stickstoffkern direkt proportional ist (siche Abbildung 9c¢). In
polarer Umgebung tritt bevorzugt die zwitterionische Grenzform (I) auf, was sich —
verglichen mit einer die Grenzform (II) begiinstigenden apolaren Umgebung — in einer
hoheren Kopplungskonstante niederschlégt.

Aus den Linienbreiten und Signalamplituden gehen Informationen zur Viskositat der Mikro-
umgebung der Spinsonde hervor. Der zur Interpretation herangezogene Parameter, die
Rotationskorrelationszeit t, ist die durchschnittliche Zeit, in der sich die Sonde um ein rad
dreht. In niedrigviskosen Medien findet eine schnelle Molekiilbewegung in alle Raum-
richtungen statt, durch die die Anisotropie der Hyperfeinwechselwirkungen ausgemittelt
wird. Es resultiert ein isotropes ESR-Spektrum mit drei Linien gleicher Amplitude. Mit
zunehmender Viskositit bewegt sich die Sonde langsamer. Dies duflert sich in einer Linien-
verbreiterung, einhergehend mit einer abnehmenden Signalamplitude, die im X-Band am
starksten in der dritten Linie ausgeprdgt ist [123]. Die Auswertungen der vorliegenden

Arbeit beriicksichtigten nur isotrope Umorientierungen.
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Die genannten Informationen kdnnen auf nicht-invasivem Weg auch aus nichttransparenten
Proben aller Aggregatzustinde gewonnen werden. Dabei zeichnet sich die ESR-Spektros-
kopie durch hohe Selektivitit und Empfindlichkeit aus [127]. Thre Eignung zur Charakteri-
sierung mikrodynamischer Prozesse in Mikroemulsionen ist dem Zeitbereich zu verdanken,
der (im X-Band mit Frequenzen um 10 GHz) Prozesse bis in den Pikosekundenbereich
hinein erfassbar macht [128]. So wurden ESR-Untersuchungen durchgefiihrt, um
Informationen zur Mikrostruktur der ME-BIP zu gewinnen. Neben der Mikroemulsion
fungierten ihre Komponenten BIP, Propylenglycol, Wasser sowie bindre PrG/Wasser-
Mischungen, das Tensidsystem Tagat® O2/Synperonic® PE/L 101 und die BIP-freie

mizellare Tensidlosung (Miz) als Untersuchungsmedien.

TEMPOL

Die Spinsonde TEMPOL (M = 172,2 g'-mol™', Abbildung 9a) ist ein hydrophiles Molekiil mit
einem Verteilungskoeffizienten von 3,7 [127]. Aufgrund des -I-Effektes der parastindigen
Hydroxylgruppe besitzt es verglichen mit dem nachfolgend beschriebenen p-unsubstituierten
TEMPO eine geringere Elektronendichte am Stickstoffatom, so dass die Wechselwirkungen
des Elektronenspins mit dem Kernspin eingeschrinkt sind. Die Kopplungskonstanten sind
demnach kleiner als die mit TEMPO erhaltenen. Dariiber hinaus ist das Molekiil zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen befdhigt, was zu Einschriankungen in der
Beweglichkeit flihren kann.

Die Simulation der ESR-Spektren ergab, dass sich TEMPOL auch in den komplexen Proben
nicht in mehrere Kompartimente hinein verteilte, sondern einen (polaren) Verteilungsraum

bevorzugte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Hyperfeinkopplungskonstanten ay (a) und Rotationskorrelationszeiten t (b) der Spinsonde
TEMPOL in verschiedenen Medien. Farbig hervorgehoben sind die mizellare Losung (blau) und ME-BIP

(cyan).

Aufgrund seines niedrigen Verteilungskoeffizienten reichert sich TEMPOL in komplexen

Vehikeln eher in einer hydrophilen, polaren Umgebung an. Die unhydratisierte Tensid-
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mischung ist vergleichsweise unpolar und schriankt die Beweglichkeit der Spinsonde stark
ein. Durch die Zugabe von PrG/Wasser (2:1) zum Tensid, die zur Entstehung der mizellaren
Losung flihrte, stieg die Mikropolaritit deutlich an und die Rotationskorrelationszeiten
wurden geringer. ME-BIP, die sich quantitativ durch die Addition von 5 % (m/m) BIP von
der mizellaren Losung unterscheidet, zeigte keine weitere Verdnderung der Kopplungs-
konstante, und auch die Beweglichkeit war nur marginal erhoht. Der fehlende Einfluss des
unpolaren BIP konnte zum einen an dessen geringer Konzentration in der Mikroemulsion
liegen, wahrscheinlicher ist jedoch, dass ein BIP-reiches Kompartiment keine bevorzugte
Umgebung fiir TEMPOL darstellt und sich die Sonde bevorzugt in einer PrG/Wasser-reichen
Umgebung aufhilt. Uber die mathematischen Zusammenhinge, die zwischen dem Wasser-
gehalt in den PrG/Wasser-Mischungen und den Kopplungskonstanten bzw. den Rotations-
korrelationszeiten bestehen (Abbildung 12), konnte die Zusammensetzung der Spinsonden-
umgebung in der mizellaren Losung sowie der ME-BIP berechnet werden. Aus beiden Para-
metern resultierte jeweils ein Verhiltnis von ca. 82 % (m/m) PrG zu 18 % (m/m) Wasser.
Die Verdnderung des Verhiltnisses von PrG zu Wasser gegeniiber dem formal in der
Rezeptur vorhandenen von 66,6 : 33,4 kann als Hinweis auf die Strukturierung der Systeme
gewertet werden. Wahrscheinlich ist mehr Wasser in die Hydratisierung der Tenside einge-
gangen als PrG-Molekiile Cotensidfunktion iibernommen haben und dazu in die Tensid-
schichten integriert sind. Dass TEMPOL nicht direkt in eine solche (wenn auch flexible)
Grenzfliche eingelagert ist, ldsst dessen doppelt so hohe Beweglichkeit gegeniiber dem

reinen Tensid vermuten, die wie erwéhnt der einer bindren PrG/Wasser-Mischung entspricht.
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen den Hyperfeinkopplungskonstanten ay (a) bzw. Rotationskorrelations-
zeiten t (b) von TEMPOL und dem Wasseranteil der PrG/Wasser-Mischungen. Die gepunkteten Linien stellen
den gefitteten Verlauf dar.

Ein zusdtzliches Indiz fiir das Vorhandensein einer Mikrostruktur in den komplexen
Systemen liefert der Vergleich der Mikro- und Makroviskosititen. Der lineare Zusammen-
hang, der zwischen diesen Parametern bei PrG, Wasser und deren bindren Mischungen
existiert, 1dsst sich nicht auf die mizellare Losung und ME-BIP ausweiten (vgl. Abbildung
13). Vielmehr verdoppelt sich hier die dynamische (Makro-)Viskositit von 46,1 mPas bei
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der mizellaren Losung auf 103,5 mPas bei ME-BIP, wihrend die Rotationskorrelationszeiten
von TEMPOL, die die Mikroviskositdt der Sondenumgebung charakterisieren, nahezu
identisch sind (82 ps bei Miz und 89 ps bei ME-BIP).
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Abbildung 13: Linearer Zusammenhang zwischen den Rotationskorrelationszeiten t von TEMPOL in Wasser,
PrG/Wasser 1:2 sowie 2:1 und PrG und den dynamischen Viskosititen n (25°C) der Medien. Zusdtzlich
eingefiigt sind die Werte fiir die komplexen Systeme ME-BIP (cyan) und die mizellare Losung (blau).

TEMPO

Die Spinsonde TEMPO (M = 156,2 g:mol™', Abbildung 9b) weist eine hohere Lipophilie als
das hydroxylierte Derivat TEMPOL auf und besitzt einen Verteilungskoeffizienten von 63
[127].

Abbildung 14 zeigt die sich aus den Simulationen der ESR-Spektren ergebenden Hyperfein-
kopplungskonstanten und Rotationskorrelationszeiten von TEMPO. Von den untersuchten
PrG/Wasser-Mischungen, bei denen sich analog zum TEMPOL ein linearer Zusammenhang
zwischen Mikropolaritit und Wassergehalt sowie ein exponentieller Zusammenhang
zwischen Mikroviskositdt und Wassergehalt ergaben, wurden zwei Systeme exemplarisch
dargestellt. Die Daten lieferten aufgrund des Verteilungsverhaltens keine weiteren Hinweise

zur Interpretation der Sondenumgebung in den komplexen Vehikeln.
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Abbildung 14: Hyperfeinkopplungskonstanten ay (a) und Rotationskorrelationszeiten t (b) der Spinsonde
TEMPO in verschiedenen Medien. Hervorgehoben sind die mizellare Losung (blau) und ME-BIP (cyan).
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Anders als in den Einzelkomponenten lag TEMPO in der mizellaren Losung sowie der
ME-BIP jeweils in zwei unterschiedliche Umgebungen verteilt vor. Die ESR-Spektren
entsprachen der Uberlagerung von polaren und apolaren TEMPO-Spektren, erkennbar an der
Asymmetrie der dritten Linie (nicht gezeigt). Der in einem Verteilungsraum befindliche
Anteil der Spinsonde wird jeweils als Spezies bezeichnet. Zwischen beiden Vehikeln lieen
sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede ausmachen. Vergleichbar war die Mikroumgebung,
die in beiden Fillen ca. zwei Drittel des TEMPO enthielt und durch die stark eingeschrinkte
Beweglichkeit der Spinsonde auffiel, die diejenige in den Einzelkomponenten weit {ibertraf
und auf eine Strukturierung hinweist (Spezies 1). Diese kann durch das Tensidarrangement
erreicht worden sein, in welchem sich der Mikropolaritit nach (ay = 1,606 mT) ein hoher
Propylenglycol-Anteil in seiner Funktion als Cotensid befand. Bei beiden Vehikeln von
sphérischen Aggregaten ausgehend, hélt sich Spezies 1 jeweils eher in deren Inneren im
Bereich der lipophilen Tensidreste auf.

Deutliche Unterschiede bestehen in der Polaritit des zweiten, weniger die Beweglichkeit der
Spinsonde einschrinkenden Mikrokompartimentes. Im Fall der mizellaren Losung deutet die
Hyperfeinaufspaltung auf eine Umgebung aus einem hohen PrG-Anteil und etwas Wasser
hin, wobei die gegeniiber bindren PrG/Wasser-Mischungen hdohere Mikroviskositéit eine
gewisse (tensidbedingte) Ordnung vermuten ldsst. Wahrscheinlich befand sich Spezies 2 in
einer duBeren, locker gebundenen Solvensschicht der Mizellen.

Bei ME-BIP hingegen war ein Drittel der Spinsonde in einen deutlich weniger polaren Raum
geringer Mikroviskositdt hinein verteilt, der durch die Zugabe von BIP zur mizellaren
Losung entstand. Die Kopplungskonstante zusammen mit der Rotationskorrelationszeit ldsst
darauf schlieen, dass dieser Raum das lipophile BIP gemeinsam mit einem PrG-Anteil in
freier Beweglichkeit enthélt. Diese Molekiile sind folglich nicht nur zwischen den Tensid-
resten mizellar geldst, sondern bilden eine so genannte ,,Pseudophase” [54]. Die mit der
Zugabe von BIP zur mizellaren Losung einhergehende VergroBerung der Assoziate wurde
bereits mit Hilfe von DLS und TEM festgestellt. Nicht ungewohnlich ist die Beteiligung von
PrG. Fiir niedermolekulare Alkohole ist bekannt, dass sie neben ihrer Grenzflichenwirkung
auch Bulkeffekte ausiiben und damit die relative Hydro-/Lipophilie der Kompartimente
beeinflussen [49, 128]. Das sehr dhnliche Verhalten von TEMPO in reinem Tensid und BIP
steht nicht im Widerspruch zu dieser Interpretation, da die Tenside in den komplexen
Systemen nicht im unhydratisierten Zustand vorkommen, sondern entsprechend ihrer
amphiphilen Eigenschaften einen energetisch giinstigen Ordnungszustand einnehmen, der

mit einer geringeren Beweglichkeit von Reportermolekiilen einhergehen sollte.

Zusammenfassung: ESR

In der ESR-Studie, die mit Hilfe zweier Reportermolekiile unterschiedlichen Verteilungs-
verhaltens durchgefiihrt wurde, konnte eindeutig eine Kompartimentierung der ME-BIP
nachgewiesen werden. Es existieren demnach 1. eine dullere, freie Solvensschicht, die von

Propylenglycol/Wasser im Verhiltnis 80/20 ausgemacht wird, 2. eine durch Tensidlayer
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strukturierte, ebenfalls propylenglycolhaltige Schicht sowie 3. ein vergleichsweise apolares
Kompartiment, welches ungehindert bewegliche BIP- und Propylenglycolmolekiile enthélt.
Insgesamt favorisieren die Ergebnisse die Strukturvorstellung der ME-BIP als geschwollene
Mizellen [54].

3.3.6 Elektrische Leitfahigkeit

Die elektrische Leitfahigkeit kann zur Verfolgung struktureller Verdnderungen in Mikro-
emulsionen herangezogen werden wie in Kapitel 4.4.2 niher beschrieben ist. Im Fall der
ME-BIP wurde sie als Parameter fiir den ,,Aulleren* Charakter des Systems genutzt. Auf die
teilweise iibliche Addition von Elektrolyten als Ladungstriger wurde verzichtet, um dadurch
bedingte Strukturmodifikationen auszuschlieBen [106]. Trotz des Uberschusses polarer
Substanzen betrug die Leitfahigkeit durch das Fehlen ionischer Bestandteile nur
5,06 uS-em™” bei 22°C. Das ist nicht ungewdhnlich und entspricht Ergebnissen, die
PODLOGAR et al. an nichtionischen O/W-Mikroemulsionen erzielten [106]. Die von den
Autoren zum Vergleich bestimmte Leitfdhigkeit der Tensidmischung lag um Faktor zehn
niedriger.

Fiir ME-BIP bestitigte sich damit der dulere hydrophile Charakter.

3.3.7 pH-Wert

Der pH-Wert hat Einfluss auf die Grofe und Lage des isotropen Gebietes eines pseudo-
terndren Systems sowie auf die Stabilitdt von Mikroemulsionen, insbesondere bei Nutzung
ionischer Tenside [129]. Des Weiteren spielt er eine Rolle fiir die Wirksamkeit und Stabilitét
mancher Arzneistoffe [71, 129, 130]. Fiir ME-BIP stand die Hautvertraglichkeit im Vorder-
grund. Thr pH-Wert betrug 4,9 und ist damit als hautfreundlich zu klassifizieren [131].

3.3.8 Dichte
Die Dichte der ME-BIP betrug 1,053 g-cm™.

3.3.9 Zusammenfassung: Physikochemische Charakterisierung

Die gemeinsame Bewertung aller Charakterisierungsergebnisse belegt, dass es sich bei
ME-BIP um eine optisch isotrope und thermodynamisch stabile, wasserkontinuierliche
Mikroemulsion geringer Viskositdt handelt. Sie besitzt eine kompartimentierte Mikro-
struktur, die der Theorie geschwollener Mizellen entspricht. Propylenglycol zeigt neben
seiner Cotensidfunktion auch Bulkeffekte. Mit dem Vorhandensein freien Wassers ist eine
der Voraussetzungen fiir das Erreichen eines hohen Penetrationsvermdgens realisiert (vgl.
Kapitel 2.2.2).

Die Ergebnisse der Charakterisierung sind in Tabellenform zusammengefasst (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung von ME-BIP.

Parameter Ergebnis

Dynamische Viskositét 103,5 mPa-s (T =25 °C)
77,4 mPa-s (T =32 °C)

Dichte 1,053 g-em™

Elektrische Leitfahigkeit 5,06 uS-cm™ (T =22 °C)

pH-Wert 4,9

Temperaturbereich der Stabilitdt des optisch isotropen Zustandes 6-60 °C

Hydrodynamischer Radius (DLS) 12,0 £ 0,5 nm

Abgeschitzter Durchmesser der Assoziate (TEM) 15-20 nm

ESR-Spektroskopie Kompartimentierung

(geschwollene Mizellen)

Abbildung 15 zeigt vereinfacht die resultierende Strukturvorstellung. Sie entspricht im

Wesentlichen dem bereits in Streuexperimenten von JAHN und SHUKLA etablierten Kern-
Schale-Modell [122].
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Abbildung 15: Aus der physikochemischen Charakterisierung hervorgehende vereinfachte Struktur-
vorstellung der ME-BIP.
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3.4 In-vitro-Untersuchungen zum Diffusions- und
Penetrationsverhalten an kinstlichen Lipid-
membranen und humanem Stratum corneum

Ziel der in den folgenden Kapiteln beschriebenen Untersuchungen war es, Einblicke in den
Mechanismus der Penetration von Mikroemulsionen zu erhalten. Die Verfolgung von
Diffusions- bzw. Penetrationsvorgdngen mehrerer Formulierungsbestandteile, die unter-
schiedlichen Kompartimenten zugeordnet werden konnen, stellte den Ansatzpunkt hierfiir
dar. Beginnend mit der Verwendung eines klassischen Membranmodells sollten ver-
schiedene In-vitro-Systeme beziiglich ihrer Eignung und Aussagekraft gepriift werden. Das
Bestreben lag darin, ein In-vitro-Penetrationsmodell zu etablieren, welches nicht nur mit
kiinstlichen Membranen, sondern auch mit humanem Stratum corneum betriecben werden
kann und das den Anforderungen, die sich aus der Komplexitit der kolloidalen Systeme

ergeben, standhélt.
3.4.1 Mehrschichtmembranmodell

Einleitung
Mit Hilfe des Mehrschichtmembranmodells (MSMM) kann die matrixkontrollierte Wirk-

stofffreisetzung aus topischen Darreichungsformen im Rahmen der galenischen Optimierung
simuliert werden [132, 133]. Dies dient in der Regel der Abschitzung von Wechsel-
wirkungen zwischen Arzneistoff und Grundlage und letztlich der Absicherung, dass die
Freisetzung nicht zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir die sich anschlieBende
Penetration wird [129, 134, 135]. Uberdies ldsst sich das MSMM auch zu mechanistischen
Untersuchungen nutzen [136].

An dieser Versuchsanordnung, fiir die langjdhrige Erfahrung besteht, wurden die ersten
Arbeiten mit ME-BIP durchgefiihrt. Dabei stellte sich die grundsétzliche Frage, ob fiir
Mikroemulsionen von einer Freisetzung im klassischen Sinne, d.h. von einer matrix-
kontrollierten Diffusion des Wirkstoffes an die Grenzfliche Vehikel/Akzeptor, zu sprechen
ist und welche Aussagen die erzielten Werte fiir kolloidale Systeme treffen kénnen. Dazu
sollten nicht nur ein Arzneistoff, sondern weitere Komponenten der Mikroemulsion

beziiglich ihrer zeitabhdngigen Konzentrationszunahme im Akzeptor verfolgt werden.

HN/OH

Abbildung 16: Chemische Struktur von HMLO.

Als lipophiler Modellarzneistoff wurde 2’-Hydroxy-5’-methyl-laurophenoxim (HMLO,
M = 305,46 g'mol™, log P> 6,2 [137]) in die ME-BIP eingearbeitet. Das System wird als
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ME-BIPF™O! pezeichnet. Die chemische Struktur von HMLO ist in Abbildung 16
dargestellt. Informationen zur Loslichkeit in Bestandteilen der Mikroemulsion, der
mizellaren Losung sowie in ME-BIP selbst finden sich in Tabelle 4. Daraus geht das im
Vergleich zu hydrophilen Solvenzien hervorragende Losungsvermogen von BIP hervor. Die
Solubilisierung, die durch mizellare Strukturen erreicht wurde, erfuhr durch den Zusatz von

BIP und damit der Ausbildung der Mikroemulsion eine weitere, signifikante Steigerung
(p<0,01).

Tabelle 4: Loslichkeit von HMLO in verschiedenen Medien (MW + SD, n = 3).

Medium ¢, / (mg'mL™)
BIP " 73,08 + 1,33
Propylenglycol * 2,83 £0,08
Propylenglycol/Wasser (2:1) * 0,02 + 0,003
Wasser * 0,0056
Mizellare Losung (ME ohne BIP) 16,37 +£ 0,34
ME-BIP * 21,83 + 0,90

" aus [101], * aus [138]

Neben den Losungseigenschaften von HMLO, die eine Verteilung in die inneren, lipophilen
Kompartimente der Mikroemulsion vermuten lassen, bot sich die Substanz auch wegen ihrer
einfachen Quantifizierbarkeit mittels HPLC-UV als Modellwirkstoff an. Nachfolgend wurde
sie in 1,5 %iger (m/m) Konzentration verwendet.

Entsprechend der Eigenschaften von HMLO kamen im MSMM lipophile Dodecanol-
Collodium-Membranen (DCM) zum Einsatz. Sie stellen einfach strukturierte isotrope
Verteilungsbarrieren dar. Thre Anzahl (drei) richtete sich danach, Sink-Bedingungen fiir
HMLO einzustellen, die iiber die Loslichkeit der Substanz in Dodecanol (107 mg-mL™" nach
[133]), die Lipidmenge in der Applikationsfliche sowie die aufgetragene Substanzmenge

PHMLOT orfolgte im Finite-dose-Modus, d.h.

berechnet wurden. Die Applikation von ME-BI
es wurden therapierelevante Mengen von ca. 5 mg-cm™ aufgetragen [139].

Bei dem MSMM handelt es sich um eine invasive Methode. Die Membranen werden nach
einer definierten Inkubationszeit separiert, extrahiert, und der Extrakt wird anschlieBend
einer geeigneten Analytik zugefiihrt. In der Natur des MSMM liegt es, dass fiir jeden Mess-

punkt ein separates Experiment erforderlich ist.

Ergebnisse

Neben HMLO konnte auch BIP, getrennt nach den Einzelbestandteilen IP und BP, mit Hilfe
einer HPLC-UV-Methode (siche Kapitel 6.9.1) in den Membranen des Modells quantifiziert
werden. Abbildung 17 belegt, dass ME-BIP"™) kein klassisches Freisetzungsverhalten
zeigt, wie es von halbfesten Formulierungen, insbesondere Suspensionssalben, bekannt ist.
Die Beteiligung komplexerer Mechanismen durch sich gegenseitig beeinflussende

Diffusionsvorgédnge von Vehikelbestandteilen und Wirkstoff deuten sich bereits durch die in
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erheblichem Ausmal in den Akzeptormembranen detektierten Komponenten IP und BP an.
Zwischen beiden Substanzen ergaben sich trotz abweichender Verteilungskoeffizienten
(siche Kapitel 3.2) sowie der sich initial unterscheidenden Konzentrationsgefille (BIP
besteht aus 75,6 % BP und 24,4 % IP) keine Differenzen in den relativ zur applizierten Dosis
dargestellten Daten. Das in der Mikroemulsion bestehende Verhiltnis blieb beim Ubergang
in den Akzeptor erhalten. HMLO zeigte einen dhnlichen Kurvenverlauf, jedoch auf einem
gegeniiber BIP um den relativen Anteil von ca. 25 % nach unten versetzten Niveau. Denkbar
wire eine Codiffusion des im kolloidalen Kompartiment der Mikroemulsion (représentiert
durch BIP) solubilisierten Anteils des Modellwirkstoffes.
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Abbildung 17: Zeitabhdingige Zunahme von HMLO (n = 10), IP und BP (n = 5) in den Membranen des MSMM
nach Applikation von ME-BIP"™ "] bezogen auf die applizierte Dosis (MW + SD).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass auch weitere Mikroemulsionsbestandteile die DCM
erreichen, die jedoch nicht durch eine einfache analytische Bestimmung aus den Membran-
extrakten zugénglich sind. Propylenglycol zum Beispiel konnte mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) erfasst werden. Nach Vorversuchen wurde wegen des hohen
messtechnischen Aufwandes und der geringen Reproduzierbarkeit darauf verzichtet und
nach einem anderen Detektions- bzw. Versuchsansatz gesucht.

Tabelle 5 stellt abschlieBend in einer Ubersicht den Aussagewert des MSMM fiir
ME-BIP"MO sowie die Vor- und Nachteile des Systems dar.

Tabelle 5: Einschitzung des MSMM zur Anwendbarkeit fiir ME-BIP"™"/.

- Verteilungsverhalten einiger Mikroemulsionskomponenten in eine lipophile Membran

Informa-
. - Gemeinsame Diffusion von IP und BP
tionen
- Erster Hinweis auf Codiffusion von HMLO und BIP
- Einfache Quantifizierung von drei Komponenten (HMLO, BIP getrennt in I[P und BP)
Vorteile - Gute Reproduzierbarkeit
- Grofer Erfahrungswert (mit halbfesten Vehikeln)
- Invasiv, hoher Aufwand fiir wenige Messpunkte
i - Quantifizierung von PrG, Wasser und Tensiden sehr aufwéndig
Nachteile

- Nur fiir kiinstliche Membranen (z.B. DCM) geeignet, nicht flir Stratum corneum bzw.
Vollhaut (GroBe, Dehydratisierung) > Modellierung von Teilprozessen méglich
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3.4.2 Untersuchungen an der FTIR-ATR-Diffusionszelle

Einleitung

Die abgeschwichte Totalreflexion (ATR) ist eine Sonderform der Fourier-Transformations-
Infrarot-Spektroskopie. In der biopharmazeutischen Forschung wird sie seit den 90er Jahren
zur Untersuchung der Penetration in kiinstliche und biologische Membranen sowie zur
Bestimmung von Diffusionskoeffizienten eingesetzt. Auch Kombinationen von Tape
Stripping und nachfolgender ATR-spektroskopischer Analytik der Abrisse sowie direkte
In-vivo-Anwendungen sind beschrieben. Eine Ubersicht zum aktuellen Kenntnisstand findet
sich in [140].

Das Messprinzip der ATR-Spektroskopie beruht auf dem physikalischen Phédnomen der
Totalreflexion. Diese tritt auf, wenn Strahlung aus einem Medium mit hohem Brechungs-
index n (hier der ATR-Kristall aus Zinkselenid, n=2,4) auf die Grenzfliche zu einem
optisch diinneren Medium (die Probe) auftrifft und der Einfallswinkel 6 dabei den Grenz-
winkel der Totalreflexion iibersteigt. Ein Teil der elektromagnetischen Energie kann,
entgegen der Bezeichnung ,.total®, in die Probe eindringen und wird von den Molekiilen dort
absorbiert, die ihrerseits zu charakteristischen Schwingungen angeregt werden. Das
resultierende ATR-Spektrum stellt die Absorbanz in Abhéngigkeit von der Wellenzahl dar.
Charakteristisch flir die ATR-Spektroskopie ist die wellenldngenabhingige Eindringtiefe des
IR-Strahls. Sie liegt im Bereich von 0,7 bis 2,8 um und macht den bestmdglichen optischen
Kontakt zwischen Probe und ATR-Kristall unerldsslich [141].

Fiir die Untersuchung des Penetrationsverhaltens von Mikroemulsionen weist die ATR-
Technik als nicht-invasives Verfahren einige interessante Aspekte auf. Mit Hilfe der
wihrend eines Prozesses kontinuierlich aufgenommenen Akzeptorspektren im mittleren
Infrarotbereich kann unter bestimmten Bedingungen die Penetration mehrerer Komponenten
simultan beobachtet werden. Gegeniilber dem MSMM bedeutet das einen geringeren
Praparations- und Materialaufwand bei hoherer Qualitdt und Quantitdt der Daten. Dariiber
hinaus kann sowohl mit kiinstlichen als auch mit nativen Membranen (z.B. Stratum
corneum) gearbeitet werden. Voraussetzung fir die Anwendbarkeit der Methode auf
ME-BIP ist, dass die Einzelkomponenten der Mikroemulsion quantifizierbare IR-Banden in
einem Gesamtspektrum aus Matrix und Diffusanten aufweisen. Appliziert wurden bisher u.a.
aus diesem Grund nur einfach zusammengesetzte Vehikel wie wassrige bzw. organische

Losungen eines Analyten [142-146] und Suspensionssalben [147-151].

Versuchsanordnung und Voruberlegungen

Zunichst wurde in Anlehnung an das MSMM auf die einfachste Messanordnung zuriick-
gegriffen: Eine DCM wurde auf dem ATR-Kristall platziert und darauf ME-BIPMM-0]
appliziert. Neben dem Fehlen verwertbarer IR-Banden fiir HMLO ging im Laufe der Mess-

zeit vor allem eine Grundbedingung fiir die Auswertbarkeit der Experimente verloren: der
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optische Kontakt zwischen Membran und ATR-Kristall. Es bildete sich ein Film aus
permeierten Vehikelkomponenten unterhalb der Membran. Ahnliches wird in der Literatur
bei der Verwendung wéssriger Donatoren berichtet [152, 153]. Ein Losungsvorschlag wire
die Normierung der Spektren auf eine isolierte Membranbande [153]. Sie sollte jedoch nur
bei geringfiigigen Anderungen angewendet werden. Wird Stratum corneum als Membran
genutzt, bestehen aufgrund der rauen Oberfliche von vornherein Kontaktprobleme. Aus
diesen Griinden wurden alle weiteren Experimente mit der in [154] beschriebenen ATR-
Diffusionszelle durchgefiihrt. Sie ist in Abbildung 18 schematisch dargestellt.

I/ Abdeckung

| _— Donator

L — Membran

A1 Akzeptor
/ \ ATR-KTristall
/ __ —— IR-Strahl

Abbildung 18: ATR-Diffusionszelle nach HARTMANN et al. (modifiziert nach [154]).

Zwischen Membran und Kristall befindet sich ein geringvolumiger Akzeptor (ca. 90 pL),
dessen Funktion die Gewéhrleistung des optischen Kontaktes ist. Konstruktionsbedingt sind
im Akzeptor keine Sink-Bedingungen realisierbar. Um diese zu schaffen, wire ein groferes
Volumen und damit ein Riithrvorgang oder aber die Entwicklung einer Durchflussapparatur
notwendig. Beides stot derzeit an methodische und technische Grenzen. Damit die
Verhéltnisse in der Diffusionszelle einseitig konstant gehalten werden konnen, wurde der
Donator im Uberschuss aufgetragen. Die Diffusionsprozesse enden folglich in einem
sattigungsbedingten Gleichgewichtszustand.

Von besonderer Bedeutung ist daher die Auswahl des Akzeptormediums. Um die reine
Membranpenetration in eine DCM bzw. in Stratum corneum zu erfassen, sollte durch die Art
des gewihlten Mediums nach Moglichkeit kein zusétzlicher Verteilungsschritt (auler dem
zwischen Vehikel und Membran) eingefiihrt werden. Ebenso ist eine Extraktion von
Membranbestandteilen zu verhindern. Letztlich spielen spektrale Eigenschaften eine
wichtige Rolle und schrianken die Auswahl moglicher Akzeptorkandidaten ein.

HARTMANN et al. nutzten Wasser als Akzeptor in ihren Diffusionsuntersuchungen an
wissrigen Harnstofflosungen [152]. Hintergrund dessen war neben der Gewéhrleistung der
Hydratisierung des Stratum corneum, dass die Diffusion des hydrophilen Wirkstoffes in
Wasser wesentlich schneller ablauft als der Membrandurchtritt und somit nicht geschwindig-
keitsbestimmend wird. AuBBerdem bevorzugt Harnstoff die polare Route durch das Stratum
corneum, so dass mit einem wassrigen Akzeptor weitere Verteilungsschritte ausgeschlossen
werden konnten. Der wesentlich komplexere Donator ME-BIP stellt andere Anforderungen.

Aufgrund der unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften der Einzelkomponenten
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kann nicht von einer einheitlichen (polaren) Route ausgegangen werden, so dass mit einem
wassrigen Akzeptor nur ein Teilaspekt der Stratum-corneum-Passage beleuchtet wiirde.
Vorteilhaft wére ein Akzeptormedium mit dhnlichen physikochemischen Eigenschaften wie
die Hautbarriere. Einen Hinweis auf das Hydrophilie-Lipophilie-Gesamtverhalten liefert der
Verteilungskoeftizient logP[SC/Wasser]. Er ging als Parameter in die Wahl des Akzeptors
ein, um einen zusitzlichen Verteilungsschritt zwischen Membran und Akzeptor weitgehend
ausschliefen zu konnen. Den Anforderungen kommt die zur Herstellung der DCM ver-
wendete Mischung von Dodecanol/Octanol 90/10 (V/V, abgekiirzt als DD) entgegen. Deren
IR-Banden lieBBen sich von denen der Mikroemulsionskomponenten deutlich abgrenzen und
blieben wihrend der gesamten Versuchsdauer unverdndert. Aus Studien von SURBER et al.
ist eine gute Korrelation zwischen logP[SC/Wasser] und logP[Octanol/Wasser] bekannt
[155]. Bei dem dort ebenfalls aufgefiihrten Isopropylmyristat treten massive Bandeniiber-
lagerungen mit den Bestandteilen der ME-BIP auf. Fiir Dodecanol spricht, dass hohere
Alkohole interzelluldre Lipide des Stratum corneum nicht extrahieren [156]. Dariiber hinaus
existieren fiir die Mischung DD vielfiltige praktische Erfahrungen als Akzeptormedium.
Auf der Suche nach einem geeigneten Modellarzneistoff, der eindeutige, moglichst isolierte
IR-Banden im Gesamtspektrum aufweist, wurde eine Vielzahl von Substanzen getestet.
Resultierend kam Metronidazol (M = 171,15 g'mol™, logP = 0,24 [157]) zur Anwendung.
Seine chemische Struktur ist in Abbildung 19 dargestellt. Die topische Applikation metro-
nidazolhaltiger Zubereitungen besitzt in der Behandlung der Rosacea einen hohen Stellen-
wert [1]. Die in den nachfolgenden Experimenten eingesetzte Mikroemulsion wird mit
ME-BIPMe™] abgekiirzt.

N
O,N
/
\&3/
Abbildung 19: Chemische Struktur von Metronidazol.

Zunichst wurde die Loslichkeit von Metronidazol in verschiedenen Medien bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengestellt.

Tabelle 6: Léoslichkeit von Metronidazol in verschiedenen Medien (MW + SD, n = 2-6).

Medium ¢, / (mg'mL™)
BIP 54+0,2
Propylenglycol 20,5+ 1,1
Wasser 8,613
Mizellare Losung (ME ohne BIP) 243+0,9
ME-BIP 29,9+22
DD 2,3+0,2
DDw 1,4+0,2
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ME-BIP sowie die mizellare Losung als komplexe Vehikel zeigten gegeniiber allen Rein-
substanzen eine signifikant erhdhte Aufnahmekapazitit (p <0,01). Bemerkenswert ist der
ebenfalls signifikante Anstieg der Loslichkeit nach Zusatz von BIP zur mizellaren Losung,
der weit liber einen anteiligen Beitrag des Lipids hinausgeht (p <0,01). Unter den Einzel-
komponenten trat PrG als bestes Losungsmittel fiir Metronidazol hervor, wohingegen die
Akzeptormedien der nachfolgenden Experimente, (wassergesittigtes) Dodecanol/Octanol
(DD bzw. DDw), die schlechtesten Ergebnisse aufwiesen.

Im Rahmen der Diffusions- bzw. Penetrationsstudien kamen in den ersten beiden Versuchs-
reihen die standardisierten DCM zum Einsatz. Bei der Kombination von immobilisiertem
(Membran) mit fliissigem DD (Akzeptor) kann vereinfacht von einem Kompartiment ausge-
gangen werden. Die Konzentration von Metronidazol in ME-BIP betrug 1,0 % (m/m). Sie
wurde bei der Arbeit an humanem Stratum corneum (Versuchsreihe 3) aus analytischen
Griinden auf 1,5 % (m/m) erhoht.

Auswertung der Experimente

Typische ATR-Spektren des DD-haltigen Akzeptors, aufgenommen zu verschiedenen Zeit-
punkten wihrend der Penetration der ME-BIP™"™!, sind in Abbildung 20 dargestellt. Mit
Hilfe der ebenfalls abgebildeten Spektren der Einzelkomponenten konnten folgende Banden
zugeordnet und fiir die quantitative Auswertung herangezogen werden: PrG bei 838 cm™ (y
opp C-O-H [158]), Metronidazol bei 1535 cm™ (ves NO, [158]), Wasser bei 1650 cm™ (&
O-H) und BIP bei 1773 cm™. Mit der letztgenannten Bande werden die Phthalimide des BIP
gemeinsam liber die C=0O Streckschwingung detektiert. Die quantitativen Untersuchungen
des vorangegangenen Kapitels zeigten, dass sich IP und BP in ihrem Penetrationsverhalten
entsprechen. Somit kann die Summe beider Stoffe als BIP erfasst werden. Einzig die Tenside

konnten nicht detektiert werden, da sie keine eindeutigen Banden zeigten.
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Abbildung 20: FTIR-ATR Spektren des Akzeptors zu verschiedenen Zeiten innerhalb von 48 h wdhrend der
Penetration von ME-BIP™™*"! in DCM mit DD als Akzeptor sowie Spektren der Einzelkomponenten der
Mikroemulsion. Hervorgehoben sind die zur Auswertung herangezogenen Banden.
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Die quantitative Auswertung der Experimente erfolgte mit Hilfe einer multivariaten Analyse,
deren Parameter in Kapitel 6.5, Tabelle 25 zusammengefasst sind. Als Ausdruck fiir Ausmaf}
und Geschwindigkeit der Vorgidnge wurden die Flichen unter den resultierenden Konzen-
trations-Zeit-Kurven (AUC) berechnet. Die Fliche zwischen einer solchen Kurve und deren
100 % Asymptote (ABC) diente der Bestimmung der nicht penetrierten Substanzanteile.
Dariiber hinaus lieBen sich aus den gefitteten sigmoidalen Verldufen (vgl. Kapitel 6.5; R?
jeweils > 0,998) weitere objektive KenngroBen ableiten, die allerdings von den {iblicher-
weise verwendeten Parametern aufgrund der komplexen Randbedingungen im Versuchs-
aufbau (infinite dose und Non-sink-Akzeptor) abweichen. Dazu gehoren die Steady-state-
Konzentration cg, der Wendepunkt, an dem 50 % der Steady-state-Konzentration einer
Substanz den Akzeptor erreicht haben (tsoo;) sowie der Anstieg der Kurve zu diesem Zeit-
punkt (m (tsoe;)). Abhéngig davon, ob absolute Aussagen zum Ausmal} der Diffusion bzw.
Penetration getroffen werden sollten oder der Vergleich von Komponenten untereinander im
Vordergrund stand, wurden die Gréen aus den quantitativen oder den normierten Verldufen

(css= 1) ermittelt. In Abbildung 21 sind alle Parameter zusammenfassend visualisiert.
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Abbildung 21: Parameter, die die quantitativen (a) bzw. normierten (b) Konzentrations-Zeit-Verldiufe
charakterisieren.

Ergebnisse

Versuchsanordnung 1: Diffusion der Einzelkomponenten der Mikroemulsion in DCM mit
DD bzw. DDw als Akzeptor

In der ersten Versuchsreihe wurden die Einzelkomponenten BIP und PrG separat als
Donatoren appliziert, um deren von Vehikeleffekten unbeeinflusste passive Diffusion zu
studieren. Diese soll anschlieBend den Konzentrations-Zeit-Verldufen gegeniiber gestellt
werden, die sich fiir die Substanzen bei Applikation der ME-BIP™<™! ergeben. Beide Stoffe
sind mit dem Akzeptorlipid DD mischbar. Um die Vergleichbarkeit der initialen Konzentra-
tionsgradienten der Einzelkomponenten mit denen in der Mikroemulsion zu gewéhrleisten,
wurden die Substanzen als Mischung mit DD appliziert: 5 % (m/m) BIP (entsprach 4,3 %
(m/V), bezeichnet als BIP-DD) bzw. 50 % (m/m) PrG (entsprach 45,8 % (m/V), bezeichnet
als PrG-DD).
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Abbildung 22 zeigt die resultierenden Konzentrations-Zeit-Profile und Tabelle 7 die daraus
ermittelten Parameter. Die Diffusionsexperimente sind durch das Streben der Substanzen
nach einem Konzentrationsausgleich zwischen Donator und Akzeptor gekennzeichnet. Ent-
sprechend fand sich im Gleichgewichtszustand (cs) das 10:1 Verhéltnis der applizierten
Konzentrationen von PrG und BIP. Das gilt auch fiir die AUCs, die aus Griinden der Ver-
gleichbarkeit fiir die ldngste, allen Versuchsreihen gemeinsame, Messzeit von t = 580 min
berechnet wurden. Die Wendepunkte tsg, zeigen, dass die Diffusion von BIP etwas schneller
als die von PrG verlief. Dafiir spricht auch der gegeniiber BIP nur ca. 8,5fach steilere
Anstieg von PrG zu dieser Zeit (m (tso)q). Als Ursachen sind vor allem die unter-
schiedlichen Konzentrationsgradienten und Diffusionskoeffizienten der beiden Stoffe in DD
zu nennen. Letztere sind nach STOKES-EINSTEIN mit der Viskositit des umgebenden
Mediums verkniipft. Diese verdndert sich im Versuchsverlauf kontinuierlich durch die

zunehmende Konzentration der Diffusanten im Akzeptor.

S
(=}
J

(a) BIP 400+ (b) PrG

PP
po e aahed
bl Lkl

13

[y
©
(V3
=]

13
(=}
iy
i
-
}
i
L]
o
*

9%}

(=3

(=}
1

(58]
[
1
S}
93
(=}
1

353

[=3

(=]
1

.
W
1

Konzentration / (mg mL‘I)
)
(=]
@
(=}

—_
(=}
1

Konzentration / (mg mL")
=
(=)

wn
w
(=}

Fit

Fit

f=1
(=]

S+

100 200 300 400 500 600 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zeit / (min) Zeit / (min)

Abbildung 22: Diffusion von BIP (a) und PrG (b) aus BIP-DD bzw. PrG-DD in DCM mit DD als Akzeptor.
Messdaten und gefitteter Verlauf (jeweils n = 2, R? > 0,999).

Neben DD wurde auch mit DDw als Akzeptormedium gearbeitet, da eine Séttigung des
Akzeptors mit Wasser, wie nachfolgend erldutert, bei den Stratum-corneum-Experimenten
notwendig wurde. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse fiir DD und DDw einander gegeniiber-
gestellt. Weder fiir BIP noch fiir PrG traten statistisch signifikante Unterschiede auf.

Tabelle 7: Ergebnisse der Diffusionsexperimente von PrG-DD bzw. BIP-DD in DCM mit DD bzw. DDw als
Akzeptor (MW £ SD). Die AUC wurde fiir den Zeitraum bis t = 580 min bestimmt.

AK Donator ts00, / Css / m (tsov)q / AUC,/
(h) (mg'mL™") (mg'mL"min™") (mg'mL"h)
DD PrG-DD (n=2) 2,21+0,26 404,0+20,4 0,930+0,073 2461 + 17
BIP-DD (n=2) 1,72+0,05 36,6 +1,2 0,110 + 0,003 243 +5
DDw  PrG-DD (n=3) 2,72+0,38 396,3+10,2 0,727+ 0,126 2260 + 106
BIP-DD (n=2) 1,43+0,24 36,7+ 1,2 0,141 +0,027 262 + 6

AK = Akzeptormedium
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Aufgrund der geringen Loslichkeit von Metronidazol in DD (vgl. Tabelle 6) sowie der
analytischen Grenzen (vgl. Tabelle 25) lieBen sich diese Diffusionsexperimente fiir den
Modellarzneistoff nicht durchfiihren.

Versuchsanordnung 2a: Penetration von ME-BIP™® jn DCM mit DD als Akzeptor

In dieser Versuchsreihe wurde ME-BIP™®™! als Donator auf eine DCM aufgetragen. DD
fungierte als Akzeptor. Neben BIP und PrG konnten auch Metronidazol und Wasser
analysiert werden. Abbildung 23 zeigt die Konzentrations-Zeit-Kurven fiir jede der detek-
tierten Komponenten in Form der Messdaten sowie als gefitteten Verlauf. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit beschrinkt sich die Darstellung beispielhaft auf ein Experiment.

PrG, Metronidazol und Wasser zeigten einen Verlauf, der gut {iber das logistische Modell
beschrieben werden konnte. Das Konzentrations-Zeit-Profil von BIP entsprach hingegen der
Summe zweier logistischer Funktionen. Die sich {iberlagernden Einzelprozesse konnten mit
Hilfe des entsprechenden Fitmodells separiert werden (vgl. Kapitel 6.5). Aus dem Verhéltnis
der AUC des ersten Teilprozesses zur Gesamt-AUC ergab sich dessen Anteil von ca. 90 %.
Die Ursachen hierfiir, vermutlich Wechselwirkungen mit anderen Komponenten im

Akzeptor, werden spéter diskutiert.

70- (a) BIP 8- (b) Metronidazol
eeesersesresrssriess .. s
Ea 60 B ™ TR 2 7 " e i l;."ri’ ;;;; ”
D e R = o
g 50+ E 6 .
o0 ) u
) 5 £5
<404 Tl e Z o
g £ g 5 .7(
2 304 g / = Messpunkte = A
‘E :’ é ¢ & »  Prozess | ‘E 34 F
N i £ 3 »  Prozess 2 S
20 S
S H Fit S 211
v 2 2 ™7 .
1 0 1 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 l -f " Messpunkle
Zeit/ (min) Fit
0 ; . . . . . ot ; ; ; . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zeit / (min) Zeit / (min)
200+ (c) PrG 80+ (d) Wasser
1804 e 70 IS
1—&] 160 g 601 /—"
s 1404 %D
£ 120 £ 504
£ 1004 £ 404
2 =
£ 807 £ 304
g 60 S
g s 204
W 40+ ¥
= Messpunkte 104 = Messpunkte
20 Fit Fit
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zeit / (min) Zeit / (min)

Abbildung 23: Penetration von BIP (a, R’ = 0,999), Metronidazol (b, R> = 0,997), PrG (c, R> = 0,999) und
Wasser (d, R? = 0,999) aus ME-BIP™* in. DCM mit DD als Akzeptor. Messdaten eines Experimentes und
gefitteter Verlauf. In (a) sind zusdtzlich die sich im Gesamtverlaufiiberlagernden Einzelprozesse dargestellt.
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Tabelle 8 gibt die numerischen Parameter der Penetrationsprofile wieder. Abbildung 24 zeigt
die normierten Konzentrations-Zeit-Kurven der vier Komponenten, die einen Vergleich
relativ zueinander erlauben. BIP hebt sich dabei am stéirksten ab und weist die schnellste
Penetration auf. Nach ca. 1,4 h ist die Hilfte des im dominierenden ersten Teilprozess
diffundierenden Anteils im Akzeptor angelangt (tso,). Dariiber hinaus fillt der hohe
(relative) Anstieg (m (tsov)) zu diesem Zeitpunkt auf. BIP besitzt die grote AUC,om und die
geringste ABC,orm von allen Komponenten. Letztere steht auch fiir die mittlere Verweilzeit
der penetrierten Molekiile im Donator. Auf BIP folgen — anndhernd vergleichbar — PrG,
Metronidazol und Wasser mit verzogerten Wendepunkten sowie deutlich flacheren
Anstiegen. Aus der Betrachtung von Abbildung 24 geht ein nahezu paralleler Verlauf der
Profile von PrG und Metronidazol hervor. Ahnliches fanden M@LLGAARD und HOELGAARD
bei Permeationsstudien an Humanhaut [159]. Sie hatten den Arzneistoff als Losung in PrG
appliziert und vermuteten einen Solvent-drag-Effekt bei der Uberwindung des Stratum
corneum. Die geringsten Unterschiede in den ermittelten Parametern bestehen zwischen
Metronidazol und Wasser, deren anfingliche Differenzen ab ca. 200 min vernachléssigbar

wurden.

Tabelle 8: Ergebnisse der Penetration von ME-BIP™ in DCM mit DD als Akzeptor (MW + SD, n = 3).
Sofern nicht anders ausgewiesen, wurden AUC und ABC bis t = 48 h bestimmt.

m (tsoo)q /

tsou, / Css / 1 m (tso%) / AUC o / (h) AUCq /
-1 (mgmL ' 3 .1 -1
(h) (mg'mL™) o (10°min") ABCyom/(h) (mg-mL™h)
min")
Metro 4,58 £0,33" 82+0,3 0,008+0,001 4,0+04* 37,65+0,72 305+£3
10,58 £0,72°
BIP
gesamt 64,4 +32! 42771+0,19  411+21""

553+0,19 2767 +159
P1(~90%) 1,41+0,08° (56,4+2,0") 0,215+0,022' 153+1,5

P2 16,46 + 1,07 0,005+ 0,001' 2.5+0,3
PrG 326+0,34> 2044+83" 0278+0,030' 55+08™ 3972+0,86 1090 +39"!
8,51 +0,86 8176+278
W 434+029* 784+27 0,065+0,007 32+03* 3587+070 2819+ 100
12,26 +0,70°

" t = 580 min; Metro = Metronidazol, W = Wasser, P = Prozess

- Versuchsanordnung 1 vs. 2a (PrG aus ME vs. PrG-DD; BIP aus ME vs. BIP-DD) fiir tspy, Cs, m (tsos)q, AUCgs:
'p<0,01,2p<0,05.

- Komponenten in Versuchsanordnung 2a untereinander fiir tspo,, m (tse), AUCpom, ABCpom: Zwischen identisch
indexierten Parametern besteht keine statistische Signifikanz (* > ¢ p > 0,05).

Steady-state-Konzentrationen (cs) sowie die AUC, driicken die quantitativen Aspekte der
Penetration aus. Dabei ist zu bedenken, dass der Gleichgewichtszustand durch die maximale

Aufnahmekapazitit des Akzeptors determiniert wird. Es ergab sich die Reihenfolge PrG >
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Wasser > BIP > Metronidazol. Sie stimmt grundsitzlich mit den Relationen in ME-BIP™¢™!
iiberein. Bemerkenswert ist, dass ci, von Metronidazol die Loslichkeit der Substanz in
reinem DD um mehr als das Dreifache iibersteigt (vgl. Tabelle 6). Darin driickt sich der

Solubilisierungseffekt aller beteiligten Komponenten aus.
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Abbildung 24: (a) Normierte Darstellung der Konzentrations-Zeit-Verldufe aller Komponenten aus
ME-BIP™™! iy DCM mit DD als Akzeptor (MW + SD, n=3); (b) vergroferter Ausschnitt der ersten
600 min.

Um die Effizienz der Penetration besser einschétzen zu konnen, wurden die Konzentrations-
Zeit-Profile auf die Konzentrationsverhiltnisse im Donator bezogen (Abbildung 25). Es
zeigte sich, dass BIP nicht nur schneller, sondern auch in h6herem AusmalB als alle anderen
Komponenten, iiber einen Konzentrationsausgleich mit dem Donator hinausgehend,
penetrierte. Dem folgte das in der geringsten Ausgangskonzentration eingesetzte Metroni-
dazol. Die Aufnahme von Wasser in den lipophilen Akzeptor war erwartungsgemal sehr
begrenzt.
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Abbildung 25: Konzentrations-Zeit-Verlauf von BIP, Metronidazol, PrG und Wasser bezogen auf deren
Ausgangskonzentrationen im Donator ME-BIP™*" (MW + SD, n = 3).

Aus dem Vergleich der Diffusion von PrG bzw. BIP als Einzelkomponenten mit deren

Penetration aus ME-BIP™®™) gehen weitere interessante, statistisch signifikante Differenzen
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hervor (Abbildung 26). Fiir BIP verdoppelte sich die Steady-state-Konzentration bei
Applikation der Mikroemulsion nahezu. Ahnliches ergab die Betrachtung der AUC,
(t =580 min). Sie betrug fiir BIP-DD ca. 250 mg'mL™"*h und fiir BIP aus ME-BIP™M®"™! ca,
410 mg'mL™"*h. Weniger gravierende Unterschiede bestanden in den Wendepunkten der
Kurven (tsoe;,), wobei im Fall der ME-BIP nur der dominierende erste Teilprozess (P1)
relevant ist. In der Summe zeigt sich, dass die Penetration von BIP aus der Mikroemulsion,
in der es kolloidal verteilt vorliegt, einen hochgradig effektiveren Vorgang als die reine
passive Diffusion darstellt. Zu vermuten ist eine gegeniiber BIP-DD erhdhte thermo-
dynamische Aktivitdt von BIP in dem komplexen Vehikel, die den Prozess antreibt. Dies
korrespondiert mit der Tatsache, dass die Mikrostrukturen in Mikroemulsionen fluktuieren
und keine starren Formationen ausbilden, in denen BIP analog klassischen Emulsionen als
echte innere Phase ,.eingemauert wire und sich erst langsam in eine mit der Membran in
Kontakt stehende dullere Phase umverteilen miisste.

PrG lieferte kontriare Ergebnisse (Abbildung 26b). Der Wendepunkt der Kurven (tso,) lag
mit der Mikroemulsion als Donator bei einem etwas spéteren Zeitpunkt als bei Auftragung
von PrG-DD. Gleichzeitig war die Endkonzentration nur halb so grofl und der Anstieg im
Wendepunkt (m (tso;)q) betrug ca. ein Drittel dessen aus dem Diffusionsexperiment. Die
Gegeniiberstellung der AUC, (t = 580 min) ergab ca. 2460 mg'-mL™"h fiir PrG-DD und ca.
1100 mg'mL"*h fiir PrG, das iiber ME-BIP™®"™! appliziert wurde. PrG scheint eine hohere
Affinitdt zum Vehikel als zum Akzeptorkompartiment zu besitzen, obwohl es mit DD misch-
bar ist. Die passive Diffusion war fiir die Substanz deutlich effektiver. Dem kdnnte zugrunde
liegen, dass der Teil der PrG-Molekiile, der sich in der Mikroemulsion als Cotensid in den
Tensidschichten befindet und demzufolge in der Beweglichkeit eingeschrinkt ist, kaum zur
Diffusion zur Verfligung steht und damit der effektive Konzentrationsgradient gegeniiber
dem nominalen vermindert ist (vgl. Kapitel 3.3.9).
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Abbildung 26: Vergleich der Konzentrations-Zeit-Verliufe von BIP aus ME-BIP™*™ vs. BIP-DD (a) sowie
von PrG aus ME-BIP™*" vs. PrG-DD (b) (MW + SD, n = 2-3).

Die Auswertungen belegen signifikante Verdnderungen der Zusammensetzung des
Akzeptors mit der Zeit durch die Diffusion aller detektierten Mikroemulsionsbestandteile.
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Mit dem Erreichen des Gleichgewichtszustandes belief sich deren Anteil am Akzeptor auf
ca. 36 %. Deutlich erkennbar war der Einfluss des Vehikels Mikroemulsion auf die Konzen-

trations-Zeit-Verldufe sowie die Solubilisierungsbedingungen im Akzeptor.

Versuchsanordnung 2b: Penetration von ME-BIP™®"l jn DCM mit DDw als Akzeptor

Fir nachfolgende Penetrationsexperimente an humanem Stratum corneum musste der
Akzeptor mit Wasser gesittigt werden, da DD eine geringe Menge Wasser aufnehmen kann
und damit die Dehydratation des Stratum corneum verursacht. Wenngleich keine Unter-
schiede aus den Diffusionsversuchen mit BIP und PrG zwischen wassergesittigtem und
-freiem DD hervorgingen (Versuchsanordnung 1), sollte dies auch fiir ME-BIP™M™

iiberpriift werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ergebnisse der Penetration von ME-BIP™*™! in DCM mit DDw als Akzeptor (MW + SD, n = 3).
AUC und ABC wurden bis t = 48 h bestimmt.

tsos / Css / MO )] AUk () O
1 (mg'mL™ - 3 (mg'mL™"-
(h) (mg-mL™) 4 (10" min")  ABC,om / (h)
min") h)
Metro 557+0,68° 9,1+12 0,0066 + 2,9+0,5%  3542+1,44>  318+32
0,0006° 12,81 +1,44°¢
BIP
gesamt 68,6 + 3,1 39,42+ 1,30%%¢ 2759 + 59
8,81 + 1,30%4¢
P1~78%) 123+0,01*> (44,9+13") 0,250+0,007 22,3 +1,2'
P2 17,70 + 3,15 0,011 +0,002" 1,8+04
PrG 3,77+0,30* 221,580 0,235+0,029 4,2+0,6> 37,94+ 1,15*¢ 8329+ 179
10,30 + 1,15 ¢
w
gesamt 81,7 +4,7 36,18+ 1,51 2986+ 108
12,05 £ 1,51
Pl 4,63+0,39* (36,0+4,1") 0,049+0,001> 5,5+0,7*
P2 32,86+ 1,41 0,005 +0,001' 1,0 +0,3?

Metro = Metronidazol, W = Wasser, P = Prozess

- Versuchsanordnung 2a vs. 2b (Parameter gegeniiber Analogem aus Tabelle 8 mit DD als Akzeptor): ' p < 0,01, *p < 0,05.
- Komponenten dieser Versuchsanordnung untereinander fiir tsgs,, m (tsoe;), AUCpom, ABChom: Zwischen identisch
indexierten Parametern besteht keine statistische Signifikanz (* > ¢ % ¢ p > 0,05).

Vorweg gestellt sei, dass die Steady-state-Konzentrationen aller Substanzen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Akzeptoren DD und DDw aufwiesen. Unabhingig
von der Modifikation des Systems zu Beginn stellte sich der gleiche, auf Solubilisierungs-
effekten beruhende Endzustand ein. Wahrend PrG und Metronidazol (nahezu) unbeeinflusst
blieben, zeigte Wasser einige Besonderheiten im Konzentrations-Zeit-Profil (Abbildung

27b). Zunichst kam es innerhalb von ca. 13 min zu einer Konzentrationsabnahme vom
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anfinglich gesittigten Zustand, der bei ca. 36 mg'mL™" lag, auf ca. 24 mg'mL™". In diesem
Zeitraum war der Prozess vermutlich thermodynamisch kontrolliert, da sowohl die Membran
als auch der Donator (ME-BIP) im Gegensatz zum Akzeptor eine gewisse Aufnahme-
kapazitit fiir Wasser besallen (vgl. Abbildung 5). Parallel zur Riickdiffusion von Wasser
penetrierten die anderen Komponenten der Mikroemulsion in den Akzeptor mit der
Konsequenz, dass sich dort die Gegebenheiten zugunsten einer Wasseraufnahme dnderten.
Einem vier- bis fiinfminiitigen Plateau schloss sich der Konzentrationsanstieg an, der eine
Uberlagerung zweier Prozesse darstellte. Nach ca. 250 min entsprach der Verlauf anniihernd
dem aus Versuchsanordnung 2a. Wie in Abbildung 27b gut zu erkennen ist, lag das Steady-
state-Niveau von Wasser, aufgrund der erwihnten komplexen Solubilisierungseffekte, mehr
als doppelt so hoch wie der urspriinglich in reinem DD vorhandene Sattigungszustand.

Bei BIP trat im Fall des Akzeptormediums DDw die Beteiligung zweier iibereinander
liegender Prozesse deutlicher hervor (Abbildung 27a). Der erste Teilprozess gelangte
schneller zum Wendepunkt und endete auf einem geringeren fiktiven Niveau (cgs P1). Das
spiegelte auch der Anteil von ca. 78 % wider, den dieser Teilprozess am Gesamtverlauf ein-
nahm. Offensichtlich behindern sich Wasser und BIP ab einer bestimmten Konzentration
gegenseitig. Das kritische Verhéltnis der beiden Komponenten wurde bei der Verwendung

von DDw frither erreicht und determinierte den Verlauf des zweiten, langsameren

Teilprozesses.
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Abbildung 27: Vergleich der normierten Konzentrations-Zeit-Profile von BIP (a) und Wasser (b, Inset:
vergrofierte Darstellung der ersten 300 min) nach Applikation der ME-BIP'™*"! bei Verwendung von DD
bzw. DDw als Akzeptormedium (MW = SD , n = 3).

Mehrfach fielen in den beschriebenen Untersuchungen die Solubilisierungseffekte auf, die
durch die Penetration aller detektierten Mikroemulsionskomponenten in den Lipid-
membranen zum Tragen kamen. Daraus folgt, dass Verdnderungen im Verteilungsverhalten
zwischen Vehikel und Membran einen wesentlichen Faktor beziiglich der penetrations-
fordernden FEigenschaften von Mikroemulsionen darstellen. Einen solchen Einfluss
vermuteten bereits WIEDERSBERG et al. beim Vergleich der Stratum-corneum-Verteilung von
Betamethason-17-valerat, das iiber eine 6lige Losung sowie eine Mikroemulsion appliziert
wurde [88].
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Versuchsanordnung 3: Penetration von ME-BIP™®™! jn humanes Stratum corneum mit
DDw als Akzeptor

In der dritten Versuchsreihe wurde isoliertes humanes Stratum corneum als Membran
eingesetzt. Um dessen Dehydratisierung zu verhindern, wurde der Akzeptor zuvor mit
Wasser gesittigt (DDw). Die Penetrationsvorgidnge sollten soweit wie moglich bis zum
Erreichen des Gleichgewichtszustandes aller Komponenten verfolgt werden, um ihren
Verlauf quantitativ beschreiben und eine Normierung zum relativen Vergleich untereinander
durchfithren zu konnen. Daraus ergaben sich durch die Rigiditdt des Stratum corneum und
die aus den zuvor beschriebenen Versuchen bekannten Solubilisierungsvorginge ausge-
sprochen lange Messzeiten von bis zu 45 Tagen. Vor und nach jedem Experiment wurden
Integritdt und Spreitverhalten des Stratum corneum tiiberpriift.

Die Profile aller Komponenten lieen sich iiber das einfache logistische Modell beschreiben.
Das kritische Verhiltnis zwischen BIP und Wasser wurde, vermutlich aufgrund der
komplexeren Penetrationswege im Stratum corneum, nicht erreicht. Die Ergebnisse der
einzelnen Experimente sind in Tabelle 10 aufgefiihrt. Auf die Berechnung der Mittelwerte
sowie eine statistische Auswertung wurde verzichtet, da das Hauptaugenmerk auf dem
Vergleich der Komponenten innerhalb eines Versuches lag. Abbildung 28 zeigt die
normierten Kurven aller drei Experimente, wobei das dritte aus Zeitgriinden auf 27 Tage

begrenzt war.

Tabelle 10: Ergebnisse der einzelnen Penetrationsexperimente von ME-BIP™"! in humanes Stratum corneum
mit DDw als Akzeptor. AUC und ABC wurden bei den Messungen 1 und 2 bis t = 45 d bestimmt, bei Messung 3
bist=27d.

tsov, / Css / m (tso%)q / m (tso%)/  AUCporm / ABChom /' AUC,/
(d) (mg-mL") (mgmL'-d") (d7) (d) (d) (mg-mL"-d)
1 Metro 16,71 14,6 0,033 0,096 29,7 15,3 370
BIP 15,77 88,0 0,224 0,107 30,1 14,8 2283
PrG 8,87 211,0 0,776 0,167 34,8 10,2 6914
Wasser | 10,29 59,2 0,188 0,178 36,3 8,7 2064
2 Metro | 19,01 11,4 0,031 0,111 26,6 18,5 267
BIP 20,59 78,8 0,199 0,105 26,9 18,1 1781
PrG 12,41 211,1 0,674 0,131 31,5 13,5 6005
Wasser | 12,37 49,2 0,168 0,173 34,0 11,1 1607
3 Metro | 10,35 12,1 0,046 0,150 14,0 12,8 169
BIP 11,72 94,2 0,263 0,114 13,2 13,5 1246
PrG 5,68 209,0 1,089 0,221 18,1 8,7 3796
Wasser | 7,14 62,3 0,249 0,218 19,5 7,3 1214

Sowohl aus dem Wendepunkt und den semiquantitativen Daten (farbige Boxen in Tabelle
10) als auch aus den normierten Penetrationsprofilen in Abbildung 28 geht eine Gruppierung

hervor: BIP und Metronidazol sowie PrG und der ansteigende Teil des Wasserprofils zeigten
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jeweils einen gemeinsamen Verlauf, wobei die hydrophilen Komponenten — relativ
betrachtet — eine hohere Geschwindigkeit (m(tso,)) aufwiesen, schneller den Wendepunkt
erreichten (tsgy,), eine hohere AUC,om und eine geringere Verweilzeit der penetrierten
Molekiile im Donator (ABC,om) besaBBen. Diese Tendenzen bestanden bereits in einem
Bereich der Kurven, der noch nicht von Sattigungseffekten determiniert war. Die thermo-
dynamisch kontrollierte Riickdiffusion von Wasser zu Beginn, die sich in der Konzen-
trationsabnahme duflert, ist bereits aus Versuchsanordnung 2b bekannt. Im Anschluss an eine
Plateauphase nahm der Wasseranteil im Akzeptor nach ca. 1,5 Tagen wieder zu. Den
normierten Verldufen folgend kann darauf geschlossen werden, dass das bereits penetrierte
PrG die Polaritit des Stratum corneum und auch des Akzeptors zugunsten des Wassers
erhoht und selbiges moglicherweise ,,mitzieht”. Die polare Route kann als gemeinsamer
Diffusionsweg angenommen werden.
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Abbildung 28: Normierte Darstellung der Konzentrations-Zeit-Verldufe von BIP, Metronidazol, PrG und
Wasser nach Auftragung von ME-BIP™"! quf humanes Stratum corneum mit DDw als Akzeptor, (a - c:

Messungen 1 bis 3). (d) Konzentrations-Zeit-Verldufe bezogen auf die Ausgangskonzentrationen der
Komponenten im Donator (ME-BIP™*"™) am Beispiel von Messung 1.

Das von den polaren Komponenten abweichende Penetrationsprofil von BIP, vermutlich die
apolare Route nutzend, ist aufgrund dessen physikochemischer Eigenschaften den
Erwartungen entsprechend. Interessant ist jedoch, dass Metronidazol als weniger lipophiles
Molekiil einen analogen Verlauf nahm. Einen Ansatz zur Interpretation bietet die

Betrachtung der Konzentrationszunahme der Substanzen relativ zur eingesetzten
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Konzentration im Donator, beispielhaft dargestellt in Abbildung 28d. Sie belegt, dass BIP
eine wesentlich effektivere Penetration aufwies (Faktor 4 nach 45 Tagen), obwohl ein
zehnfach geringerer initialer Konzentrationsgradient als bei PrG vorlag. Ahnliches gilt fiir
Metronidazol. Dessen Losungsverhalten betreffend, zeigte sich in Tabelle 6 eine iiber-
proportionale Verbesserung von der BIP-freien mizellaren Losung hin zur 5 % BIP
enthaltenden ME-BIP, obwohl die lipophile Komponente allein eher ungiinstige Solubili-
sierungsbedingungen aufwies. Die Summe aus der effektiveren Penetration des kolloidal
verteilten BIP zusammen mit dem darin solubilisierten Anteil an Metronidazol sowie dem
wesentlich schneller abflachenden und quantitativ eingeschrinkten Verlauf von PrG lésst
einen Cotransport von BIP und Metronidazol realistisch erscheinen. Die dynamische
Struktur der lipophilen ,,Pseudophase* ist offenbar maBigeblich in der Lage, die Penetration
des Modellwirkstoffes zu unterstiitzen. Fiir den in PrG-reichen Regionen der Mikroemulsion
lokalisierten Anteil an Metronidazol erhoht sich moglicherweise die Affinitdt zum Donator,
so dass er dort verbleibt. Nicht auszuschlieBen ist, dass ein geringer Teil des PrG
begiinstigend fiir BIP und Metronidazol an der unpolaren Route beteiligt ist (vgl. Kapitel
4.3.2). Der Hauptanteil an PrG jedoch, der das Penetrationsprofil bestimmt, diffundierte
gemeinsam mit Wasser. Eine weitere Hypothese wére, dass sich die Menge an Metronidazol,
die gemeinsam mit PrG das Stratum corneum erreicht, sich in diesem anreichert und kaum in
den Akzeptor gelangt. Moglichkeiten zu molekularen Wechselwirkungen des Wirkstoffes
tiber Wasserstoffbriicken existieren entlang der polaren Route in groBBerem Ausmall als in
den apolaren Bereichen des Stratum corneum. Dies sollte mit Hilfe eines geeigneten

analytischen Verfahrens nach Extraktion der Membran iiberpriift werden.

3.4.3 Zusammenfassung: In-vitro-Diffusions- und Penetrations-
studien

Das Ziel der in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen bestand darin, mit Hilfe

von In-vitro-Versuchen Informationen zum Penetrationsverhalten der zuvor ausfiihrlich

charakterisierten Mikroemulsion ME-BIP zu erhalten, die Erkldrungsansitze fiir das
allgemein anerkannte hervorragende Penetrationsvermdgen der kolloidalen Formulierungen
liefern kénnen. Dies sollte iiber die simultane Verfolgung der Penetrationsprozesse mehrerer

Mikroemulsionsbestandteile realisiert werden. Bei der Verwendung von Stratum corneum

lag der Fokus auf der transepidermalen Route. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

1. ME-BIP zeigt kein klassisches Freisetzungsverhalten wie es von halbfesten
Formulierungen, insbesondere Suspensionssalben, bekannt ist. Vielmehr spielen Solu-
bilisierungseffekte eine wesentliche Rolle. Hochkomplexe Mechanismen fiihren zu einer
sich gegenseitig beeinflussenden Penetration von Vehikelbestandteilen und Wirkstoft.

2. Eine Diffusionszelle mit FTIR-ATR-spektroskopischer Detektion erwies sich als

geeignetes In-vitro-Modell, um die Diffusions- bzw. Penetrationsvorgéinge von allen
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Mikroemulsionskomponenten, ausgenommen der Tenside, nicht-invasiv und online

sowohl qualitativ als auch quantitativ zu verfolgen.

Als Herausforderungen stellten sich dar:

— die spektroskopischen Anforderungen an die zu detektierenden Komponenten und
den Akzeptor,

— é&hnliche physikochemische Eigenschaften von Membran und Akzeptor, um keine
zusitzlichen Verteilungsschritte auBler dem zwischen Vehikel und Membran
einzufiithren (sonst wird keine Penetration, sondern eine Permeation bestimmt),

— die Komplexitdt des Vehikels an sich, welches aus Inhaltsstoffen unterschiedlicher
physikochemischer Eigenschaften besteht,

— die konstruktions- und analytisch bedingten Grenzen der Versuchsanordnung sowie
die daraus resultierenden Sattigungseffekte, die das Ende der Prozesse determinieren.

Demzufolge mussten [Infinite-dose-Applikation und Non-sink-Akzeptor als Rand-

bedingungen in die Auswertungen einbezogen werden.

Jede der Substanzen (BIP, PrG, Metronidazol und Wasser) penetrierte sowohl in die

kiinstliche Lipidmembran DCM als auch in humanes Stratum corneum, wobei sich ein

deutlicher Einfluss des Vehikels auf die qualitativen und quantitativen Konzentrations-

Zeit-Verlaufe zeigte.

Die kolloidale ,,Pseudophase der wasserkontinuierlichen ME-BIP, reprisentiert durch

BIP, penetrierte in signifikant erhdhtem Ausmall als die Substanz bei separater

Applikation mit identischem Konzentrationsgradienten passiv diffundierte. Dies steht

vermutlich mit der dynamischen Mikrostruktur im Zusammenhang.

Hingegen verlief bei PrG die passive Diffusion wesentlich effektiver als die Penetration

aus der Mikroemulsion. Als Ursache wurde die Beteiligung am Aufbau der Grenzflachen

(Cotensidfunktion) diskutiert, die die Mobilitdt eines Teiles der PrG-Molekiile

einschrénkt.

Es findet eine gemeinsame Penetration von PrG und Wasser ins Stratum corneum statt,

vermutlich entlang der polaren Route.

Das kolloidal verteilte BIP penetriert gemeinsam mit Metronidazol, vermutlich entlang

der unpolaren Route. Die Prozesse dieser beiden Stoffe verlaufen relativ betrachtet

(css=1) langsamer als diejenigen von PrG und Wasser, jedoch bezogen auf die

Ausgangskonzentration in ME-BIP effektiver. Die dynamische Struktur der kolloidalen

,Pseudophase* ist offenbar mallgeblich in der Lage, die Penetration des Wirkstoffes zu

unterstutzen.

Die Penetration polarer und unpolarer Mikroemulsionskomponenten verursacht mit der

Zeit eine Verdnderung der Verteilungseigenschaften zwischen Vehikel und Stratum

corneum, die sich im weiteren Verlauf penetrationsfordernd auswirkt.
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10.

11.

12.

Die Mikroemulsion verliert demzufolge ihre urspriingliche Zusammensetzung beim
Eindringen in die Membran. Dariiber hinaus sprechen die unterschiedlichen Penetrations-
routen fiir ein Aufbrechen der Mikrostruktur des Vehikels.

Kiinstliche isotrope Lipidmembranen wie die verwendeten DCM sind zu wenig komplex,
um die Barriere Stratum corneum nachbilden zu konnen. Thr Wert liegt darin, passive
Diffusionsvorgénge und Solubilisierungseffekte zu charakterisieren.

Fiir weitere Untersuchungen ware die Entwicklung einer Durchflussapparatur mit ATR-
Detektion von Nutzen. Ein solches System konnte iiber die Arbeit mit Stratum corneum
hinaus mit Epidermis bzw. Vollhaut zu Permeationszwecken etabliert werden. So kdnnen

Sattigungseffekte umgangen und In-vivo-Bedingungen besser nachgebildet werden.

45



STRUKTUR- UND PENETRATIONSUNTERSUCHUNGEN AN DER MIKROEMULSION ME-BIP

3.5 Ex-vivo-Untersuchungen zur follikularen Penetration

3.5.1 Einleitung

Die Passage des Stratum corneum kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen, von denen
der interzelluldre die grofte Relevanz besitzt. In jlingster Zeit riickte jedoch die Penetration
iber die so genannten ,,Shunt“-Routen, insbesondere die follikuldre Route in den Blickpunkt
des Interesses (vgl. Kapitel 2.1.2). Deren Bedeutung bei der topischen Applikation von
Mikroemulsionen ist bislang wenig untersucht, wenngleich das erleichterte Eindringen in
schmale Kanile aufgrund der geringen Grenzflichenspannung und Viskositit plausibel
erscheint. Erste Hinweise fanden BUU et al., die dazu an perfundiertem Kuheuter arbeiteten
[92]. Sie bestimmten die follikuldre Konzentration von Teebaumol, welches neben Mikro-
emulsionen u.a. liber eine liposomale Zubereitung sowie eine multiple Emulsion aufgetragen
wurde. Gegeniiber letzterer zeigten die beiden kolloidalen Formulierungen einen etwa
doppelt so hohen transfollikuldr penetrierten Anteil. Ein potentieller Nutzen lie3e sich daraus
fiir die topische Aknetherapie ableiten. Visuelle Anhaltspunkte ergaben Studien von
CHANGEZ et al. am konfokalen Laser Scanning Mikroskop [160]. Sie detektierten erhdhte
Intensitéiten eines Fluoreszenzfarbstoffes in Haarfollikeln und Schwei3driisen von haarlosen
Maiusen, wenn dieser anstelle einer wéssrigen Losung iiber eine O/W-Mikroemulsion
appliziert wurde.

TEICHMANN et al. entwickelten eine Priparationsmethode zur selektiven Blockade von Haar-
follikeln mit Hilfe eines Lackes oder Wachses, die sowohl in vitro als auch in vivo anwend-
bar ist [35, 161]. Durch den Vergleich mit unbehandelter Haut konnen formulierungs-
spezifisch Kenntnisse zum Anteil der follikuldren Route an der Penetration gewonnen
werden. Ein wichtiger Aspekt zur Interpretation in vitro generierter Daten wurde kiirzlich
mit der Erkenntnis geliefert, dass das follikulére Reservoir in diesem Fall nur ca. 10 % von
dem in vivo gefundenen ausmacht und damit die In-vivo-Situation wahrscheinlich stark
unterschitzt wird [162]. Grund ist die Zertrennung elastischer Fasern beim Exzidieren der
Haut, die zur Kontraktion der Follikelo6ffnungen fiithrt. Auch andere Faktoren, wie eine
verringerte Feuchtigkeit oder der fehlende Blutfluss in exzidierter Haut, wurden diskutiert.
Vor diesem Hintergrund sollen vergleichende Studien an Haut mit offenen und gemal3 [161]
geschlossenen Follikeln im Modell der FRANZ-Diffusionszelle erste Hinweise darauf geben,
ob und inwieweit die follikuldre Route Bedeutung fiir die Penetration der ME-BIP!M-0]
besitzt. HMLO bot sich als lipophiler Modellarzneistoff aufgrund der bereits gewonnenen
Kenntnisse zur Verteilung innerhalb der Mikroemulsion, zum Diffusionsverhalten in
kiinstliche Lipidmembranen (vgl. Kapitel 3.4.1) sowie durch seine analytische Zuging-
lichkeit an. Aus Griinden der Vergleichbarkeit mit den In-vivo-Untersuchungen in Kapitel
3.6 wurde HMLO in 0,5 %iger Konzentration eingesetzt. Gleichzeitig sollten IP und BP
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quantifiziert werden, um einer eventuellen gemeinsamen Penetration des Wirkstoffes im
lipophilen Kompartiment nachzugehen.

Die FrANz-Zelle, vor mehr als 30 Jahren entwickelt [163], ist heute ein international
anerkanntes und standardisiertes Modell zur Untersuchung perkutaner Penetrations- und
Absorptionsprozesse [164, 165]. Als Membran fungiert im Idealfall die oft nur limitiert
erhéltliche, frisch exzidierte Humanhaut. Aber auch diejenige anderer Spezies kann genutzt
werden. So wurde in mehreren Studien die Eignung der Haut von Schweineohren als Modell
fiir Humanhaut belegt [ 166-168]. Sie kam in dieser Arbeit zur Anwendung.

Hinsichtlich der Wahl des Akzeptormediums wurden verschiedene Moglichkeiten erwogen
und getestet. Generell konnen Sink-Bedingungen, die in vivo iiber das dermale Gefdlinetz
realisiert sind, in der FRANZz-Zelle nicht komplett nachempfunden werden [164]. Die
fehlende Mikrozirkulation hat zur Folge, dass tiefere Dermisbereiche Arzneistoff enthalten,
der in vivo Teil der absorbierten Fraktion ware [164, 169]. Durch das mit der dermalen Seite
der Haut in Kontakt stehende Akzeptormedium wird u.a. dieser Begrenzung des Modelles
begegnet. Nur wenn isotonische Losungen mit physiologischen pH-Werten keine geeigneten
Solubilisierungsbedingungen fiir den zu untersuchenden Arzneistoff bieten, sollten unter der
Pramisse, dass die Integritit der Barrierefunktion erhalten bleibt, losungsvermittelnde
Zusitze erwogen werden [169]. Ziel ist, dass die Loslichkeit im Akzeptor nicht zum
limitierenden Schritt wird. Jedoch muss eine kritische Abwégung eventueller Zusitze
erfolgen. Abhéngig von deren Art und Menge kann es zur Extraktion von Hautbestandteilen,
der Schaffung eines kiinstlichen Soges in den Akzeptor oder auch zu analytischen
Komplikationen kommen [97]. Einer Studie von SURBER et al. mit dem lipophilen Acitretin
zufolge fithren Losungsvermittler zwar zu erhohten Permeationsraten, jedoch bleiben
Wirkstoftkonzentrationen in Epidermis und Dermis unbeeinflusst [170].

Nachdem durch den Zusatz des Tensides Volpo®N20 sowie bovinen Serumalbumins keine
nennenswerte Besserung der sehr geringen Wasserloslichkeit des lipophilen HMLO erzielt
werden konnte, fiel die Entscheidung auf PBS pH 7,4. Gegen die Verwendung von Ethanol
50 % (V/V) [164] sprach ein Uberwiegen der oben genannten Nachteile (v.a. die Extraktion
von Hautbestandteilen) gegeniiber der nur geringfiigigen Loslichkeitsverbesserung.

Die Untersuchungen zur follikuldren Beteiligung an Penetration bzw. Permeation wurden in
zwei verschiedenen Modi durchgefiihrt, aus denen charakteristische Informationen und
Parameter hervorgingen. Bei der Finite-dose-Technik sind die Konditionen soweit als

moglich an reale Gegebenheiten angepasst. ME-BIPHMMC]

wurde in praxisrelevantem
MaBstab von ca. 5 mg-cm™ Haut aufgetragen. Durch das limitierte Stoffangebot im Donator
erreicht der Flux kein Steady-state-Niveau, sondern nimmt nach Durchlaufen eines
Maximums ab. Nach Inkubationszeiten von 30, 300 und 1000 min wurde die Menge von
HMLO, IP und BP in Epidermis (einschlieBlich Stratum corneum), Dermis (einschlieBlich
Anteile der Subcutis) und Akzeptor, absolut bzw. bezogen auf die applizierte Dosis,

bestimmt [139].
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Im Infinite-dose-Modus wurde ME-BIP¥™! im Uberschuss (~ 200 mg-cm™) aufgetragen.
Im Laufe der 30 h betragenden Versuchszeit stellten sich Steady-state-Bedingungen ein, so
dass aus den kumulativen Konzentrations-Zeit-Profilen der im Akzeptor detektierten
Substanzen neben der lag time der Steady-state-Flux sowie der Permeationskoeffizient
berechnet werden konnten (siche Kapitel 2.1.2). Durch das ,,unendliche* Formulierungs-
angebot im Donator wird allerdings ein okklusionséhnlicher Zustand eingestellt, der zu einer

verstiarkten Hydratisierung der Haut und damit zu einer erh6hten Permeabilitit fithren kann.

3.5.2 Ergebnisse

Finite-dose-Studie

Die Applikation von ME-BIP'™") im Finite-dose-Modus auf Haut mit offenen (0FV) und
geschlossenen Follikeln (FV) erbrachte die in Abbildung 29 dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 29: Anteile der applizierten Dosis von HMLO, IP und BP in Epidermis (a), Dermis (b) und
Akzeptor (c) nach Aufiragung von ME-BIP"™"°! im Finite-dose-Modus auf die Haut von Schweineohren mit
(FV) und ohne Follikelverschluss (ohne FV) in Abhdngigkeit von der Zeit (MW £ SD, n = 4; " p < 0,05 gegen-
tiber ohne FV).

Wihrend nach 30-miniitiger Applikationszeit in keinem Kompartiment Unterschiede
abhédngig vom Ort der Lackauftragung zu verzeichnen waren, gab es bei 300 min in der
Epidermis eine Verschiebung um Faktor 3,5 bis 4 hin zu héheren Anteilen an HMLO sowie
IP und BP bei Follikelblock. Sie war fiir BP signifikant. Nach 1000 min glichen sich die
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Werte wieder etwas an. In der darunter befindlichen Dermis wurden fiir alle drei Stoffe
generell niedrigere Anteile an der applizierten Dosis detektiert. Unterschiede traten erst bei
der Langzeitinkubation von 1000 min zugunsten einer Anreicherung bei Follikelverschluss
auf. Sie waren fiir IP und BP signifikant. Ein anderes Bild ergab sich beim Akzeptor. Hier
war der Wirkstoff HMLO kaum nachweisbar. Dessen physikochemische Eigenschaften
stieBen vermutlich an die Grenzen des In-vitro-Systems. Wie bereits erwdhnt, war die
Losungsvermittlung tiber Variationen des Akzeptormediums nicht erfolgreich. Jedoch lieen
die beachtlichen Permeationsraten, die von JAHN fiir den Problemarzneistoff Ciclosporin A,
inkorporiert in dhnliche zusammengesetzte Mikroemulsionen, erreicht wurden, ein anderes
Ergebnis erwarten [97]. Die lipophilen Komponenten IP und BP hingegen gelangten in den
Akzeptor. Bei verschlossenen Follikeln war deren permeierter Anteil deutlich geringer als
bei offenen. Lediglich im Kurzzeitversuch traten keine Unterschiede auf. Generell waren fiir
alle drei Analyten zu jeder Zeit vergleichbare Tendenzen zu erkennen.

Durch die Auftragung der Lacktropfen zum Verschluss der Follikel kommt es zu einer Ver-
kleinerung der zur Verfiigung stehenden Hautflaiche. Um deren Einfluss zu umgehen, wurde
im Fall der offenen Follikel ein Lacktropfen neben jedem Follikel platziert (Abbildung 53,
[161]). Damit beschriankte sich der Flichenunterschied auf den Anteil, den die Follikel-
Offnungen an der Gesamtfliche ausmachen. Er wurde iiber die Follikelanzahl und deren
oberflachlichen Durchmesser (= 200 um nach [171]) grob auf 1-2 % abgeschitzt. Die
fehlenden Unterschiede zwischen beiden Modi im 30 min-Versuch weisen darauf hin, dass
die offenen Follikel (oFV) das gegeniiber Follikelverschluss bestehende Flachendefizit aus-
geglichen haben, die follikuldre Route an sich aber noch relativ gering ausgepragt war.

Die Momentaufnahme nach 300 min hingegen erbrachte deutlichere Tendenzen zugunsten
eines follikuldren Beitrages, die vor allem an den Konzentrationsdifferenzen im Akzeptor,
aber auch in den Hautschichten erkennbar sind. Wahrend die Anteile der Substanzen in der
Epidermis bei offenen Follikeln deutlich geringer waren als bei geschlossenen, zeigte sich in
der Dermis kaum ein Unterschied. Dieser wére aber analog den epidermalen Verhiltnissen
zu erwarten, wenn die Dermis nur liber die dariiber liegende Schicht ,,gespeist™ wiirde,
zumal der Konzentrationsgradient zwischen beiden Schichten bei geschlossenen Follikeln
hoher war. Der Ausgleich der erwarteten Differenz muss demzufolge iiber den Inhalt der,
nach Hitzeseparation in der Dermis befindlichen [172], Follikel stattgefunden haben. Die
Epidermis selbst ist im Wesentlichen iiber den transepidermalen Weg fiir die Stoffe
erreichbar. Die hoheren Anteile dort bei Follikelverschluss konnten auf die etwas groBere
Flache intakten Stratum corneums zuriickzufiihren sein. Auflerdem wére es moglich, dass die
Hautfurchen die Mikroemulsion den Follikeln zuleiten, aber der ,,Abfluss* in die Offnungen
durch den Lack versperrt ist, was die transepidermale Aufnahme wiederum begiinstigt.

Im Langzeitversuch glichen sich die Konzentrationsunterschiede in der Epidermis ein wenig
an — vermutlich ein Zeiteffekt, mit dem eine Aufséttigung einherging. Da die Follikel bereits

bei 300 min gefiillt waren und nun keinen weiteren Beitrag zur Dermiskonzentration leisten
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konnten, bestimmte der bei offenen Follikeln geringere Epidermis/Dermis-Konzentrations-
gradient das fiir IP und BP signifikante Ergebnis. SchlieBlich zeigt sich an den hohen
nominalen und fiir IP signifikanten Differenzen im Akzeptor der Einfluss der follikuldren
Route auf die beiden Substanzen.

Die vergleichende Betrachtung der drei Komponenten kann Hinweise auf einen eventuellen
gemeinsamen Transport geben. Ein bedeutsamer Fakt ist, dass die Stoffe zu jeder Zeit sehr
dhnliche Verhiltnisse in ihrer Verteilung bei offenen bzw. verschlossenen Follikeln zeigten.
Uberdies wiesen die relativ zur applizierten Dosis detektierten Anteile im Kurzzeitversuch
keine Unterschiede innerhalb der einzelnen Kompartimente auf. Das spricht fiir die
gemeinsame Penetration des Modellwirkstoffes mit der lipophilen Komponente der Mikro-
emulsion, in der er sich anreichert und welches an sich ein gutes Losungsmittel fiir den Stoff
ist (vgl. Kapitel 3.4, Tabelle 4). Spiter gewann das Verteilungsverhalten der Substanzen
selbst groBeren Einfluss, woran auch die In-vitro-Bedingungen Anteil haben. Die
Abstufungen bei 1000 min in der Epidermis sowie bei 300 und 1000 min im Akzeptor
korrelieren eindeutig mit den Verteilungskoeffizienten der Stoffe. Je hoher die Lipophilie
(logP), desto hoher waren die prozentualen Anteile in der Epidermis (die das Stratum
corneum einschlieft) und desto geringer waren sie im Akzeptor. Letzterer wirkte sich
insbesondere negativ auf den Ubertritt von HMLO aus den Follikeln aus. Gleichzeitig
konnte die intensive Permeation von IP und BP zu einer Aufkonzentrierung von HMLO im
Donator gefiihrt haben, was dessen thermodynamische Aktivitit zugunsten eines Ubertrittes
in die Epidermis erhohte (erkennbar im 1000 min-Versuch).

Generell ldsst sich aus den Resultaten von Dermis und Akzeptor schlussfolgern, dass die
Follikel fiir Mikroemulsionen keine Reservoirfunktion besitzen, wie es zum Beispiel fiir
nanopartikuldre Systeme und Liposomen bekannt ist [173-175]. Bei diesen Vehikeln kommt
es zu einer Anreicherung in den Follikeln, was im verwendeten Versuchsmodus in erhdhten
dermalen Konzentrationen erkennbar wire. Im Fall der ME-BIPY™"! stellt die follikulire
Route vielmehr eine Abkiirzung in Richtung Akzeptor mit geringerem Diffusionswiderstand
dar. Von solchen Effekten berichteten bereits TUR et al. [176], die fiir den Eintritt der
pharmakologischen Wirkung von Methylnicotinat einen Zusammenhang mit der Dichte der
Hautanhangsgebilde am Applikationsareal feststellten. Dem voraus ging die Uberlegung,
dass die pharmakologische Antwort auf den Arzneistoff wesentlich schneller erkennbar ist

als die in vitro liber Permeationsstudien ermittelte lag time [177].

Infinite-dose-Studie

In dieser Versuchsreihe wurde ME-BIP™°1 im (Jberschuss aufgetragen und in definierten
Zeitabstinden die Konzentration an HMLO, IP und BP im Akzeptor bestimmt. Analog der
vorangegangenen Studie kam es auch hier zu keiner messbaren Permeation von HMLO.
Abbildung 30 beschrinkt sich daher auf die Permeationsprofile von IP und BP.
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Abbildung 30: Permeation von IP (a) und BP (b) nach Infinite-dose-Applikation von ME-BIP'"™"°! quf die

Haut von Schweineohren mit (FV) und ohne Follikelverschluss (ohne FV) in Abhdngigkeit von der Zeit

(MW + SD, n = 4).
Bereits nach kurzer Zeit wird die Tendenz hin zu hoheren Akzeptorkonzentrationen bei
offenen Follikeln an beiden Stoffen erkennbar, was den Ergebnissen der Finite-dose-Studie
entspricht. Die aus den Graphen ermittelten Parameter Flux, Permeationskoeffizient und lag
time sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Wenngleich ohne statistische Signifikanz, so zeigt
sich doch ein deutlicher Trend in allen KenngréBen, der fiir eine Beteiligung der follikuldren
Route an der Permeation von IP und BP spricht. HUEBER et al. schitzen die transfollikulére
Absorption von Steroidhormonen, die vergleichend an gesunder und anhangsgebildefreier
vernarbter Haut getestet wurde, liber die Gleichung [(gesunde Haut - Narbenhaut) / gesunde
Haut - 100] ab [178]. Ubertragen auf den hier verwendeten Versuchsmodus ergibt sich fiir IP
im linearen Bereich (4 bis 30 h) ein Wert von ca. 15 % und fiir BP im selben Zeitraum ca.
27 % fiir die transfollikuldre Absorption. Diese Groflen liegen im unteren Bereich der in der
genannten Studie erzielten Ergebnisse fiir die Steroide, die eine dhnliche Lipophilie wie IP
und BP aufwiesen. Wird die eingangs erwidhnte Unterschitzung der In-vitro-Ergebnisse
gegeniiber der In-vivo-Situation in Betracht gezogen [162], kann sogar mit einem deutlich
hoheren Einfluss der ,,Shunt“-Route gerechnet werden. Allerdings ist zu bedenken, dass
FollikelgroBe und -verteilung beim Menschen regional stark variieren. Im Gegensatz zu Stirn
und Wade wire zum Beispiel am Unterarm kaum mit einer Beeinflussung des

Penetrationsausmalfles zu rechnen [11].

Tabelle 11: Parameter der Permeationsstudie fiir IP und BP (MW + SD, n=4).

IP BP
Parameter FV ohne FV FV ohne FV
Flux / (pgrem™h™) 556+1,13  6,50+1,15 6,82+1,09 9,34+1,95
Permeationskoeffizient / (10'4 cm-h'l) 4,0+0,8 4,7+0,8 1,7+0,3 2,3+0,5
lag time / (h) 0,50+0,19 027+0,14 1,09+0,32 0,85+0,23
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3.5.3 Zusammenfassung: Follikulare Penetration

Die Ergebnisse weisen filir die untersuchte Mikroemulsion auf eine Beteiligung der
follikuldren Route an der Passage der Haut hin. Im Gegensatz zu nanopartikuldren Arznei-
formen oder Liposomen dienen die Follikel im Fall der ME-BIP nicht als Reservoir, sondern
kiirzen die Permeationsroute ab. Fiir die In-vivo-Applikation von Wirkstoffen iiber Mikro-
emulsionen allgemein ist (abhdngig von der Follikeldichte am Applikationsareal) neben
einem beschleunigten Wirkungseintritt auch eine erhdhte transdermale Absorption iiber den
follikuldren GefaBplexus denkbar. Die Schlussfolgerungen basieren auf den Ergebnissen der
lipophilen, kolloidalen ,,Pseudophase, bestehend aus IP und BP. Der Modellwirkstoff
HMLO selbst erreichte den Akzeptor unter den In-vitro-Bedingungen nicht, was mit seinen
anspruchsvollen physikochemischen Eigenschaften (log P > 6,2) in Zusammenhang steht.
An dieser Stelle kann eine In-vivo-Studie Aufklarung bringen. Wahrend es in der Anfangs-
phase der Penetration Hinweise auf die gemeinsame Diffusion des Modellwirkstoffes mit der
lipophilen Komponente der Mikroemulsion gab, gewannen die physikochemischen Para-
meter (logP) im Zusammenspiel mit den Eigenschaften der Hautschichten zunehmend
groBBeren Einfluss. Das widerspricht, analog den Ergebnissen in Kapitel 3.4.2, der Hypothese
der Penetration der intakten Mikroemulsion, zeigt aber durchaus einen Zusammenhang im
Diffusionsverhalten der Komponenten, der fiir die Enhancerwirkung des Vehikels mitverant-
wortlich sein kann. Gleichzeitig muss die Absorption pharmakologisch unwirksamer

Hilfsstoffe in Betracht gezogen werden.
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3.6 In-vivo-Untersuchungen zur Penetration eines
lipophilen Modellarzneistoffes und dessen
Lokalisation im Stratum corneum

3.6.1 Einleitung

Basierend auf den viel versprechenden Ergebnissen der In-vitro-Untersuchungen war es
beginnend mit einem Diplomprojekt moglich, in Zusammenarbeit mit dem CCP der Charité
Berlin eine In-vivo-Penetrationsstudie an elf Freiwilligen durchzufiihren [179]. Der Schwer-
punkt lag auf dem Vergleich der ME-BIP mit einem halbfesten Standardvehikel (Basiscreme
DAC) hinsichtlich der Beeinflussung von Ausmal} und Verteilung eines lipophilen Modell-
arzneistoffes im Stratum corneum und den Hautanhangsgebilden. Methodisch wurde auf das
Tape Stripping sowie die Visualisierung mit Hilfe eines Laser Scanning Mikroskops (LSM)
zuriickgegriffen.

Tape Stripping ist eine einfache und robuste Methode zur Untersuchung der Penetration von
Arzneistoffen. Durch sukzessives Entfernen von Teilen des Stratum corneum oder seiner
Gesamtheit nach Applikation einer Formulierung konnen Aussagen zur Tiefenprofilierung,
zur Homogenitét der Verteilung oder auch zu dermato-pharmakokinetischen Prozessen des
Wirkstoffes in der Hornschicht erhalten werden. Tape Stripping kann sowohl in vitro als
auch in vivo an humaner und tierischer Haut durchgefiihrt werden. In [180] sind die
Anwendungsmoglichkeiten der minimal invasiven Technik ausfiihrlich dargelegt. Um die
erhaltenen Rohdaten sinnvoll interpretieren und vergleichen zu konnen, sind einige kritische
Punkte in der Durchfiihrung zu beachten. Dazu gehoren unter anderem die Wahl des Haut-
areals, die Art des Tapes, dessen Applikation, der dabei aufgewendete Druck und die
Geschwindigkeit beim Abreillen. Da die Abrissnummer nicht mit der Tiefe der Hornschicht
korreliert, ist die Erfassung der an den Tapes haftenden Menge an Stratum corneum bzw.
Korneozyten von grofiter Bedeutung. Sie hiangt vor allem von der Beschaffenheit der Haut,
Formulierungseffekten und Klebeeigenschaften des Tapes ab. Eine Quantifizierung kann
zum Beispiel iiber Differenzwédgung des Tapes vor und nach dem Abriss, die Bestimmung
des Proteingehaltes bzw. der Pseudoabsorption der Korneozyten erfolgen. Letzteres kam in
dieser Arbeit zur Anwendung. Alle Parameter und Methoden sind in [181] detailliert
zusammengestellt und diskutiert.

Mit Hilfe eines Cyanoacrylatabrisses lassen sich neben dem Stratum corneum auch Haar-
follikel entfernen. Dazu wird Sekundenkleber auf der Hautoberfliche verteilt und nach
erfolgter Polymerisierung wieder entfernt [182, 183]. Zur Visualisierung der Lokalisation
des Modellarzneistoffes, die Hinweise auf die Penetrationsroute geben sollte, wurden beide
Arten von Abrissen mittels Laser Scanning Mikroskopie untersucht. An den Modellwirkstoff
waren somit mehrere Bedingungen gestellt. Er musste untoxisch, lipophil und fluoreszierend

sein. Zum Einsatz kam Curcumin, dessen Verteilung im Stratum corneum bereits nach
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topischer Applikation anderer Formulierungen ermittelt wurde [184]. AuBerdem wurde er
zur Untersuchung der Reservoirfunktion der obersten Hautschicht genutzt [185].

Curcumin ist ein gelb bis orangefarbener Lebensmittelfarbstoff, der durch Extraktion von
Curcuma longa, der Gelbwurz, und anschlieBende Aufreinigung gewonnen wird. Als ein
Produkt natiirlichen Ursprungs handelt es sich nicht um eine Reinsubstanz, sondern um die
Mischung von Curcumin (M = 368,39 g'mol™), das i.d.R. den Hauptanteil mit ca. 77 % dar-
stellt [186], mit dem Desmethoxy- (M = 338,35 grmol™) sowie Bis-Desmethoxy-Derivat
(M = 308,33 g'mol™). Die chemischen Strukturen sind in Abbildung 31 dargestellt. Mit den
berechneten pKs-Werten von 8,1, 8,3 bzw. 8,44 [102] lagen die Molekiile unter den studien-
relevanten Bedingungen (ME-BIP: pH 4,9, Basiscreme pH 5-6 [187], Stratum corneum pH
5,5-7,4 [188]) hauptsédchlich im ungeladenen, schwer wasserloslichen Zustand vor. Die Ver-
teilungskoeffizienten wurden im relevanten pH-Bereich mit logD > 2,9 berechnet [102, 189].
Aufgrund der nahen strukturellen Verwandtschaft der Curcuminoide konnte die spektro-
photometrische Quantifizierung als Gesamtcurcumin erfolgen [190].

Im GRAS Notification Program der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA)
wird Curcumin als ,, generally recognized as safe‘ gefiihrt [191], was die Nutzung in einer

In-vivo-Studie ermdglicht.
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Abbildung 31: Chemische Strukturen von (1) Curcumin, (2) Desmethoxycurcumin und (3) Bisdesmethoxy-
curcumin.

Um einen Hinweis auf die Verteilung des Curcumins innerhalb der ME-BIP zu erhalten,
wurden die Loslichkeiten in mehreren Mikroemulsionen variierenden BIP-Gehaltes (0 bis

5 %) sowie in deren Komponenten bestimmt. Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 12: Loslichkeit von Curcumin in verschiedenen Medien (MW + SD, n = 3).

Medium ¢, / (mg-mL™)
Wasser 0,0003 + 0,0001
Propylenglycol 2,61 £0,05
Propylenglycol/Wasser (2:1) 0,07 £ 0,003
BIP 26,28 +£0,43
0 % (mizellare Losung) 4,84 +0,15
Modifizierte 1% 5,44 +0.24
ME-BIP mit
.. 2% 5,95+0,12
variierenden
. 3% 7,10 £ 0,55
Konzentrationen an
0
BIP 4% 7,72 £0,09
5% 10,46 + 0,18
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In ihrer Tendenz sind die Werte mit denen von HMLO vergleichbar. Bereits die BIP-freie
mizellare Losung konnte eine signifikante Losungsvermittlung fiir Curcumin gegeniiber
Propylenglycol und Wasser hervorbringen (p <0,01). Dariiber hinaus liel sich das Solubi-
lisierungsvermogen der kolloidalen Vehikel deutlich durch den Zusatz von BIP in steigenden
Konzentrationen erhéhen. EinschlieBlich der guten Losungseigenschaften von reinem BIP
weisen die Ergebnisse auf eine Verteilung des Farbstoffes innerhalb der kolloidalen
Kompartimente der ME-BIP. Nachfolgend wird die 0,5 %ige (m/m) curcuminhaltige Mikro-

emulsion als ME-BIP!“"! bezeichnet, die ebenso konzentrierte Basiscreme als BCI“"),

3.6.2 Ergebnisse

Penetrationsprofile

Dem ersten Probanden wurde eine Stunde nach Applikation der Formulierungen (2 mg-cm™)
die Hornschicht vollstindig mit 80 Tape Strips entfernt. Abbildung 32 zeigt die resultieren-
den Tiefenprofile des transepidermal penetrierten Curcumins. Als Bezugsgroflen dienen
dabei zum einen die fortlaufende Nummer der Abrisse sowie die iiber die Pseudoabsorption
der anhaftenden Korneozyten bestimmte relative Dicke des Stratum corneum. Bei
Applikation der Basiscreme (b) befand sich der grofite Anteil des Curcumins auf der vom
ersten Abriss repriasentierten Hautoberfliche, die auch die nicht-penetrierten Vehikelriick-
stinde umfasste. Mit der Tiefe wurde der Farbstoff in deutlich abnehmenden Konzentra-
tionen bis hin zum letzten Abriss detektiert. Im Gegensatz dazu hinterlie die Auftragung der
ME-BIPI““"! geringere Curcuminmengen auf der Oberfliche (a). Bis zu einer relativen
Stratum-corneum-Tiefe von ca. 80 % konnte die Modellsubstanz in sinkenden Quantititen
nachgewiesen werden. Danach kam es zur Unterschreitung der Bestimmungsgrenze von

0,02 pg-em™.
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Abbildung 32: Penetrationsprofil von Curcumin appliziert iiber ME-BIP/“"! (@) und BC'““"! (b) durch das
gesamte Stratum corneum nach Abnahme von 80 Abrissen 1 h nach Auftragung (Proband 1, nach [192]).

In den nachfolgenden Experimenten beschrinkte sich die Abnahme des Stratum corneum auf
20 Abrisse, da sie bei Proband 1 den Hauptanteil des Curcumins enthielten. Es resultierte bei
allen Probanden ein dhnliches Verteilungsmuster: deutlich hohere Curcuminmengen bezogen

auf die applizierte Dosis befanden sich auf dem ersten Tape bei Applikation der Basiscreme
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verglichen mit Mikroemulsion. Gleichzeitig haftete signifikant mehr Stratum corneum an
diesem Abriss, wenn ME-BIPI““") aufgetragen wurde. Dies ging aus der Pseudoabsorption
der Korneozyten hervor, mit der auch festgestellt werden konnte, dass durch die 20 Abrisse
im Fall der Basiscreme insgesamt weniger Stratum corneum entfernt wurde als bei
Auftragung der Mikroemulsion. Die genannten Parameter sind in Tabelle 13 zusammen-
gestellt. Sie sprechen fiir ein generell schnelleres Eindringen der Mikroemulsion in die Haut
verglichen mit dem Standardvehikel, da Formulierungsriickstinde auf der Oberfliche zu
einer geringeren Adhisivitit des Tesa”-Films fiihren, und im Speziellen fiir eine deutlich

effektivere Penetration des Curcumins aus ME-BIP"l,

Tabelle 13: Parameter zum Vergleich der Penetration von Curcumin in Stratum corneum in vivo (MW + SD,
n=0).

Parameter ME-BIP“"! B!
Curcumin auf dem ersten Abriss / (% der applizierten Dosis) 26,5+3.9 36,5+ 11,1
Pseudoabsorption der Korneozyten auf dem ersten Abriss 0,080 +0,029° 0,040 + 0,012
Anteil des mit 20 Abrissen abgenommenen Stratum corneum 572+10,1" 382+9,6

bezogen auf dessen gesamte Tiefe / (%)

"p < 0,05 gegeniiber BCIC®

Neben dem Penetrationsverhalten von Curcumin ist vergleichend auch das der lipophilen
Mikroemulsionskomponente BIP von Interesse. Bei sechs Probanden wurden deshalb eben-
falls eine Stunde nach Applikation der ME-BIPI“" jeweils zehn Tesa®-Abrisse abge-
nommen, in denen die Quantifizierung beider Bestandteile erfolgte. Im Vordergrund stand
der Vergleich innerhalb einzelner Abrisse, so dass die an ihnen haftenden Stratum-corneum-
Anteile vernachldssigt wurden. Weiterhin wird nicht zwischen IP und BP unterschieden,
sondern von deren Summe (ausgedriickt als BIP) gesprochen, da sich das Verhéltnis von BP
zu IP in den Abrissen gegeniiber dem in reinem BIP kaum énderte. Abbildung 33a zeigt die
Verhiltnisse der Konzentrationen von BIP zu Curcumin fiir jeden Abriss. Sie nahmen
zunichst deutlich ab, insbesondere von Tape 1 zu Tape 2, und variierten ab Tape 4 meist nur
noch geringfiigig. Das urspriinglich in ME-BIP(“") bestehende Konzentrationsverhltnis
von 10:1, im Diagramm als gestrichelte Linie angedeutet, war kaum zu finden. Abriss Nr. 1,
der auch die nicht penetrierten Anteile beinhaltet, zeigt durch seinen hohen Wert an, dass
relativ mehr Curcumin in tiefere Hornhautschichten eingedrungen ist als BIP. Dies verdeut-
licht auch Abbildung 33b. Ca. 60 % des aufgetragenen BIP und nur ca. 25 % des Curcumins
befanden sich in oberfldchlichen Schichten des Stratum corneum bzw. génzlich auf3erhalb. In
der Summe der nachfolgenden Abrisse (2-10) wurden hingegen gleiche Anteile der
applizierten Dosen von beiden Komponenten festgestellt. Das entspricht den Ergebnissen der
In-vitro-Studie. Im Kurzzeitversuch bei 30 min waren dort ebenfalls keine Unterschiede

zwischen den relativen Mengen von Modellwirkstoff und BIP in der (jedoch vollstdndigen)
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Epidermis auszumachen. Aufgeschliisselt in die einzelnen Tapes zeigt sich allerdings, dass

es mit der Tiefe Verschiebungen hin zu geringeren BIP/Curcumin-Verhéltnissen gab.

40+ —=—P1 @ 100+ v

904 I Curcumin
%0 I BIP

Curcumin bzw. BIP /
(% der applizierten Dosis)

Konzentrationsverhéltnis BIP / Curcumin

Abriss 1 Abrisse 2-10

Nummer der Abrisse

Abbildung 33: (a) Konzentrationsverhdltnis von BIP zu Curcumin in den ersten zehn Abrissen von sechs
Probanden P (Nr. 6-11) abgenommen 1 h nach Applikation von ME-BIP/“". Die gestrichelte Linie zeigt
das in ME-BIP vorliegende Konzentrationsverhdltnis von 10:1 an. (b) Anteil von Curcumin und BIP an der
applizierten Dosis in Abriss 1 sowie den Abrissen 2-10 (MW £ SD, n = 6, " p < 0,01 gegeniiber Curcumin).

Die Ergebnisse schlieBen eine gemeinsame Penetration von Curcumin und BIP in das
Stratum corneum nicht aus, jedoch bleibt das urspriingliche Verhéltnis nicht bestehen,
sondern es erreichen unterschiedliche Anteile der Komponenten die Haut. Da sich die
Applikationsflichen in der Unterarmregion der Probanden befanden, ist eine follikuldre

Beteilung hier von untergeordneter Bedeutung [11].

Verteilung von Curcumin in Stratum corneum und Haarfollikeln

Das zur Applikation eines Wirkstoffes gewidhlte Vehikel kann die Penetrationsroute beein-
flussen [184]. Hinweise liber die des Curcumins kann die Visualisierung seiner Verteilung in
der Hornschicht sowie in Haarfollikeln mit Hilfe von LSM-Aufnahmen verschiedenenartiger
Abrisse geben. Abbildung 34 zeigt Bilder der jeweils ersten Tesa®-Abrisse nach Applikation

Curel Wwar der Farbstoff eher um

der curcuminhaltigen Vehikel. Bei Auftragung von ME-BIP!
die Korneozyten herum lokalisiert (a), wahrend das Fluoreszenzsignal bei Basiscreme im
Wesentlichen gleichmiBig iiber das gesamte zelluldre Gebiet verteilt auftrat (b). Im Fall der
ME-BIPI“") sprechen die Beobachtungen fiir eine Verteilung und Akkumulation der
Modellsubstanz in den Lipidschichten des Stratum corneum, dhnlich wie bei Auftragung von
curcuminhaltigem Paraffin [184]. Die interzellulire Route, die allgemein als Haupt-
penetrationsweg fiir topisch applizierte Substanzen angesehen wird [14], ging auch speziell
fiir Curcumin als dominierend aus der zitierten Untersuchung hervor, was sich hier
bestdtigte. Gleichwohl zeigte sich in [184] bei Applikation der Substanz in einer herkdmm-
lichen O/W-Emulsion ebenso wie bei BC!“"™! eher eine Assoziation von Curcumin mit den

Korneozyten als eine Anreicherung in den Lipidschichten.
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(b)

Abbildung 34: LSM-Bilder der ersten Abrisse nach Applikation von ME-BIP/““(a) bzw. BC!“ (b) bei
Proband 1 (Balken entspricht 40 um) [192].

Cyanoacrylatabrisse geben einen Abdruck der Hautoberfliche wieder. Neben dem Stratum
corneum wird auch der Inhalt der Haartrichter samt dem Haar selbst entfernt [24, 183]. Auf
diese Weise kann fiir Curcumin eine follikulidre Beteiligung an der Penetration sichtbar
gemacht werden. Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse fiir beide Formulierungen. Nach
Auftragung der ME-BIP!“"" befand sich der Farbstoff sowohl in den Furchen der Haut als
auch im kompletten follikuléren Trichter (a, b). Die Furchen kdnnen dem fliissigen Vehikel
dabei als Kanilchen dienen, die zu den Follikel6ffnungen hin fiihren. Mit Hilfe der Basis-
creme appliziert, wurde Curcumin zwar auch in den Furchen, weiterhin jedoch nur in den

oberen Follikel6ffnungen und nicht in tieferen Arealen detektiert (c, d).

(b)

(©) (d)

Abbildung 35: LSM-Bilder von Cyanoacrylatabrissen nach Applikation von ME-BIP/““! (a, b) und BC'“" (,
d) bei Proband 3 (Balken entspricht 100 um) [192].

Im Gegensatz zur Basiscreme weisen die Ergebnisse der Mikroemulsion auf eine
Beteiligung der Follikel an der Penetration hin. Dies entspricht den Befunden der In-vitro-
Versuche in Kapitel 3.5, fiir die zumindest im Fall von IP und BP die follikuldre Route
belegt werden konnte. AuBBerdem wird die These von JACOBI et al. bestdtigt, dass die Art der
Formulierung die Penetrationswege eines Wirkstoffes beeinflusst [184].
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3.6.3 Zusammenfassung: In-vivo-Untersuchungen

Aus der In-vivo-Studie ging eine deutlich effektivere Penetration des Modellwirkstoffes
Curcumin bei Applikation der Mikroemulsion ME-BIP als der Basiscreme hervor. Dies
zeigte vor allem der Vergleich der Anteile an Curcumin in den oberfléchlichen Schichten des
Stratum corneum. Gleichzeitig war bei Verwendung der ME-BIPI“""! ein tieferer Anteil der
Hornhaut tiber die abgenommenen 20 Abrisse zuginglich. Die lipophile Komponente der
Mikroemulsion, BIP, penetrierte ebenfalls, auf die applizierte Dosis bezogen jedoch in
geringerem Ausmal als Curcumin. Dies bestitigt, dass sich die Formulierung bereits auf der
Hautoberfldche in ihrer Zusammensetzung veridndert. Gleichwohl kdnnen die Komponenten
gegenseitig positiven Einfluss auf ihre Penetration nehmen. LSM-Aufnahmen zeigten, dass
Curcumin die interzelluldre Route zur Passage des intakten Stratum corneum nutzt. Im Fall
der Mikroemulsion spielt iiberdies die Beteiligung der Follikel eine Rolle. Im Gegensatz zur

vl nicht nur in deren Offnungen,

Basiscreme konnte Curcumin, appliziert iiber ME-BIP!
sondern auch im Inneren nachgewiesen werden. Weitere Hinweise konnten In-vivo-
Untersuchungen mit Hilfe des Differential Stripping ergeben, einer Methode, die von
TEICHMANN et al. etabliert wurde [171]. Indem zunichst die Hornschicht via Tape Stripping
und anschlieend die Follikelinhalte durch einen Cyanoacrylatabriss abgenommen werden,
kann quantitativ zwischen transepidermalem und transfollikulirem Penetrationsweg unter-
schieden werden. Ausgehend davon, dass die Follikel im Fall der Mikroemulsion kein
Depot, sondern vielmehr eine abgekiirzte Route durch Epidermis und Dermis darstellen,
erscheint parallel die Bestimmung von Plasmaspiegeln sinnvoll, idealerweise im Vergleich

zu einer Formulierung mit &hnlichen Inhaltsstoffen.
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3.7 Zusammenfassung: Struktur- und Penetrationsunter-
suchungen

Das zuriickliegende Kapitel befasste sich zundchst ausfiithrlich mit der Charakterisierung der
makroskopischen und (sub-)mikroskopischen Eigenschaften der zur dermalen Anwendung
vorgesehenen Mikroemulsion ME-BIP. Mit Hilfe verschiedener Verfahren konnte das
System fiir optisch isotrop, niedrigviskos, strukturiert und wasserkontinuierlich befunden
werden. Das Vorliegen sphérischer Assoziate im kolloidalen Groenbereich (15-20 nm im
Durchmesser) mit einer lipophilen ,Pseudophase®, reprasentiert durch BIP, legt
geschwollene Mizellen als submikroskopische Struktur nahe. Am Aufbau aller
Kompartimente ist Propylenglycol beteiligt. Es fungiert als Cotensid und besitzt dariiber
hinaus Bulkeffekte. Gemeinsam mit den nicht an der Hydratisierung der Tensidkopfgruppen
beteiligten Wassermolekiilen liegt es in freibeweglicher Form in den kontinuierlichen
Bereichen des Systems vor. Das Vorhandensein freien Wassers erfiillt gleichzeitig eine
Voraussetzung fiir gute Penetrationseigenschaften des Vehikels.

Beginnend mit kiinstlichen Lipidmembranen {iber isoliertes humanes Stratum corneum, Haut
vom Schweineohr und schlieBlich in vivo an Probanden wurden der transepidermale sowie
der follikuldire Weg mehrerer Mikroemulsionskomponenten studiert, um Hinweise auf
Faktoren zu erhalten, die das Potenzial der kolloidalen Vehikel bei topischer Applikation
ausmachen.

Die Untersuchungen an Stratum corneum, durchgefiihrt an einer Diffusionszelle mit FTIR-
ATR-spektroskopischer Detektion, belegten die Penetration von BIP, Propylenglycol,
Wasser und dem Modellwirkstoff Metronidazol. Damit konnten, bis auf die Tenside, alle
Bestandteile des Vehikels nicht-invasiv erfasst werden, und es zeigte sich ein deutlicher
Einfluss der Formulierung auf die qualitativen und quantitativen Konzentrations-Zeit-
Verldufe. Verglichen mit der vehikelunabhidngigen passiven Diffusion verlief die Penetration
des BIP, als kolloidal verteilte ,,Pseudophase der Mikroemulsion vorliegend, in signifikant
erhohtem Ausmal. Dariiber hinaus nahm der Modellwirkstoff einen dem BIP identischen
Verlauf. Aufgrund der dynamischen Mikrostruktur ist die kolloidale ,,Pseudophase* offenbar
in der Lage, selbst effektiv (entlang der unpolaren Route) zu penetrieren und gleichzeitig die
Penetration des Wirkstoffes malgeblich zu beeinflussen. Propylenglycol zeigte bei
Applikation iiber die Mikroemulsion gegeniiber der einfachen passiven Diffusion
Einschrinkungen in der Penetrationseffizienz, die mit seiner Beteiligung am Aufbau der
Grenzflachen und der damit verbundenen, verminderten Mobilitdt einhergehen konnten. Es
penetrierte gemeinsam mit Wasser, vermutlich entlang der polaren Route. Das Eindringen
aller Mikroemulsionskomponenten in das Stratum corneum verursacht mit der Zeit eine
Verdnderung der Barriere hinsichtlich Verteilungseigenschaften und Aufnahmekapazitit, die

sich im weiteren Verlauf ebenfalls penetrationsfordernd auswirkt.
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Generell gilt, dass die Mikroemulsion an sich ihre urspriingliche quantitative Zusammen-
setzung beim Eindringen in das Stratum corneum verdndert. Auch die unterschiedlichen
Penetrationsrouten der Komponenten sprechen fiir ein Aufbrechen der Mikrostruktur. Beim
Ubergang in tiefere Hautschichten gewinnen, neben den mikrostrukturell bedingten und
solubilisierungsfordernden Faktoren, physikochemische Parameter der einzelnen Substanzen
groBeren Einfluss.

Abgesehen von den Details zum transepidermalen Weg konnte auch die follikulére
Beteiligung an der (trans-)dermalen Penetration im Sinne einer abgekiirzten Route gezeigt
werden. Deren AusmaB ist durch die Follikeldichte am Applikationsareal limitiert, kann
jedoch einen wichtigen Beitrag zu einem schnellen Wirkungseintritt sowie zur transdermalen
Absorption leisten.

In-vivo-Untersuchungen bestitigten schlieBlich durch einen Vergleich der Mikroemulsion
mit einer halbfesten Creme die Effizienz der Penetration durch das kolloidale Vehikel.
AuBerdem konnten die Stratum-corneum-Passage iiber die interzellulire Route sowie die
Beteiligung der Follikel visualisiert werden.

Insgesamt ist es gelungen, mit den erzielten Ergebnissen den in Kapitel 2.2.2 beschriebenen
Kenntnisstand zum Penetrationsverhalten von Mikroemulsionen zu konkretisieren und zu

erweitern.
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4 Modulation von Freisetzung und
Penetration des Modellarzneistoffes
Dihydroavenanthramid D

4.1 Motivation und Zielstellung

Die Auswahl einer geeigneten Formulierung fiir die dermale Applikation eines Arzneistoffes
hingt von verschiedenen Faktoren ab. Physikochemische Eigenschaften des Wirkstoffes
selbst, Lokalisation der pharmakologischen Targetstrukturen in der Haut bzw. im
systemischen Kreislauf, bekannte Enhancerwirkung bestimmter Vehikel oder einzelner
Inhaltsstoffe sowie das Hautareal und der Hautzustand spielen dabei eine Rolle.

Im Folgenden wurde untersucht, wie die Anreicherung einer Substanz in verschiedenen
Hautschichten durch die Auswahl von Vehikel und Hilfsstoffen beeinflusst werden kann.

Mit Wasserhaltiger Hydrophiler Salbe (WHS) und Wasserhaltiger Wollwachsalkoholsalbe
(WWAS) kamen zunichst konventionelle Vehikel des DAB zum Einsatz [193]. Es ist
bekannt, dass deren Effektivitdt im dermalen und besonders im transdermalen Wirkbereich
hiufig begrenzt ist [97, 129]. Um das Penetrationsvermdgen einer Formulierung zu erhdhen,
konnen Enhancer zugefiigt werden. In der Praxis sind das oft Alkohole bzw. Glycole, von
denen Propylenglycol der am haufigsten verwendete Vertreter ist. Fiir einige Wirkstoffe
dient es gleichzeitig als Cosolvens [136, 194]. Daneben stehen fiir eine dermale Anwendung
weitere vicinale Diole zur Verfiigung, die aufgrund ihrer hoheren Amphiphilie die
Solubilisierung von schwer wasserldslichen Substanzen stérker vermitteln und damit deren
Penetrationsvermogen verbessern konnten. Uberdies werden héheren 1,2-Alkandiolen
weitere technologisch wertvolle Eigenschaften zugeschrieben. So kann z.B. 1,2-Pentylen-
glycol als Moisturizer eingesetzt werden und besitzt antimikrobielle Aktivitdt [195].
Nachfolgend wurde den genannten Grundlagen neben Propylenglycol 1,2-Butylenglycol
(BuG), 1,2-Pentylenglycol (PeG) bzw. eine 1:1 Mischung der beiden letztgenannten Glycole
(BuG/PeG) zugesetzt, um deren FEinfluss auf Freisetzung und Penetration eines
Modellwirkstoffes zu untersuchen (Kapitel 4.3). In den Vergleich wurde ein modernes
glycolhaltiges Hydrodispersionsgel (HDG) einbezogen [196].

Dariiber hinaus wurden Mikroemulsionen mit den verschiedenen Glycolen als innovative
kolloidale Arzneiformen entwickelt, physikochemisch charakterisiert und beziiglich ihrer

Penetrationswirkung getestet (Kapitel 4.4).
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4.2 Der Modellarzneistoff Dihydroavenanthramid D

4.2.1 Pharmakologie
Dihydroavenanthramid D (DHAvVD, 2-[[3-(4-Hydroxyphenyl)-1-oxopropyl]amino]benzoe-

sdure, Abbildung 36) ist ein stabiles synthetisches Analogon zu den in Hafer vorkommenden
phenolischen Anthranilsdureamiden, den Avenanthramiden. Strukturell besteht grof3e
Ahnlichkeit zu Tranilast (2-[[3-(3,4-Dimethoxyphenyl)prop-2-enoyl]amino]benzoesiure).
Tranilast ist ein Arzneistoff mit antiallergischen, antiphlogistischen und analgetischen
Eigenschaften, der neben oraler Applikation bei Asthma und Arthritis [197] auch in der
topischen Behandlung von Hauterkrankungen wie Keloiden [198] sowie am Auge bei Horn-
hauttriibungen [199] wirksam ist. DHAvD selbst ist in der Lage, Histamin-vermittelte Haut-
erscheinungen wie Juckreiz, Rotung und Quaddelbildung positiv zu beeinflussen [200, 201]
und wird als ,active ingredient in kosmetischen Produkten eingesetzt. Auch andere
Anthranilsdurederivate werden pharmazeutisch genutzt, so zum Beispiel die auch bei

topischer Applikation antiphlogistisch und analgetisch wirksame Flufenaminsaure [202].

(¢}

COOH
HO

Abbildung 36: Chemische Struktur von Dihydroavenanthramid D.

4.2.2 Physikochemische Eigenschaften

DHAVD (M =2853 g'mol"') besitzt zwei pK,-Werte. Der von der Carboxylgruppe
stammende pK,; liegt bei ca. 3,5 [102]. Die phenolische OH-Gruppe ist fiir pK,> von ca. 10
verantwortlich. LogP wurde mit 3,34 + 0,27 berechnet [102].

Zur physikochemischen Charakterisierung von DHAvD erfolgte die Bestimmung der
Séttigungsloslichkeiten in verschiedenen Medien (Tabelle 14) sowie der Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten bei verschiedenen pH-Werten (Tabelle 15) entsprechend der
Bedingungen in den spéter eingesetzten Formulierungen.

Aus Tabelle 14 geht eine deutliche pH-Abhéngigkeit der Loslichkeit in Wasser hervor, die
mit dem Grad der (De-)Protonierung der Carbonsduregruppe in Zusammenhang steht. Neben
dem physiologischen pH von 7,4 wurde pH 6,1 gewahlt, da dieser die Makroumgebung des
Modellwirkstoffes in einer der nachfolgend verwendeten Formulierungen (HDG)
reprasentiert. Es findet sich eine Verminderung der Loslichkeit um Faktor 10. Erniedrigt
man den pH-Wert weiter auf 4,5, wird DHAvD praktisch wasserunlslich (< 10 mg'mL™).
Glycole werden haufig als Cosolvenzien in pharmazeutischen Zubereitungen eingesetzt, so
dass die Aufnahmekapazitit fiir DHAvVD auch in PrG, PeG, BuG sowie der 1:1 Mischung
von 1,2-Butylen- und 1,2-Pentylenglycol getestet wurde. DHAVD ist in den lipophileren

Glycolderivaten etwa 1,5fach so gut 16slich wie in PrG. Interessanterweise bestand kein
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Unterschied zwischen PeG und BuG, wohl aber 16ste sich signifikant mehr DHAvVD in der
Mischung der beiden Substanzen (p < 0,01). Dies konnte auf ein optimiertes Arrangement
infolge der unterschiedlichen Kettenlingen der Glycolmolekiile, die DHAvVD solubilisieren,
zuriickzufiihren sein.

Um die Verteilung von DHAvVD in den verwendeten halbfesten Formulierungen WHS und
WWAS abzuschitzen, war dessen Loslichkeit auch in der lipophilen Komponente beider
Cremes, dem Vaselin, von Interesse. Aufgrund der hohen Viskositit von Vaselin wurde
jedoch diinnfliissiges Paraffin eingesetzt, welches sich durch die gleiche Polaritidt bei
geringerer Viskositdt auszeichnet. Hierin war DHAvVD nicht zu detektieren, was einer sehr
schlechten Laslichkeit von < 0,007 mg-mL™ entspricht.

Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass sich die geloste Fraktion des
Modellwirkstoffes hauptsdchlich in die wissrigen Phasen der Cremes hinein verteilt.
Selbiges kann, den Ergebnissen von SCHNITTGER folgend, auch fiir die Glycole
angenommen werden [203]. Diese konnen somit als Losungsvermittler fungieren, was

insbesondere bei ungiinstigen pH-Werten von Vorteil ist.

Tabelle 14: Léslichkeit von DHAvD in verschiedenen Medien (MW + SD, n = 3).

Medium c;/ (mg'mL™)
Puffer pH 4,5 <LOQ (0,0001)
Puffer pH 6,1 1,40 £ 0,03
Puffer pH 7,4 12,46 £ 0,29
PrG 28,86 + 0,69
BuG 45,99 + 1,07
PeG 45,79 £ 0,67
BuG/PeG 1:1 (m/m) 53,73 £1,08
BIP 15,04 £0,41
Dodecanol/Octanol 90/10 11,37 +£0,11
Diinnfliissiges Paraffin <LOQ (0,007)

SURBER et al. stellten eine Korrelation von Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten mit
denen von menschlichem Stratum corneum und Wasser fest [155]. Der pH-Gradient in
Humanhaut verlduft von ca. 5,5 an der Oberfliche des Stratum corneum nach 7,4 in
epidermalen Regionen [188]. Unter diesen Bedingungen wurden Verteilungskoeffizienten
von DHAvVD bestimmt, ebenso bei pH-Werten, die fiir die O/W-Cremes WHS (3,1) und
HDG (6,1) ermittelt wurden. Letztere sollten einen Hinweis auf die Affinitdt von DHAvD
beziiglich der Uberwindung der Grenzfliche zwischen Formulierung und einer lipophilen
Barriere geben. Diese Barriere sind die kiinstlichen Membranen des MSMM bzw. das
Stratum corneum in den Penetrationsversuchen.

Bei pH 7,4 liegen im Gegensatz zu pH 5,5 mehr geladene als ungeladene DHAvD-Molekiile

vor, was die Verteilung des bereits penetrierten Anteils in die hydrophileren Schichten der
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Haut fordern konnte. Vehikeleffekte vernachldssigend, ldsst der reine Vergleich der
Verteilungskoeffizienten bei pH 3,1 und 6,1 vermuten, dass die pH-Bedingungen in WHS
fiir eine passive Diffusion von DHAvVD giinstiger sind als in HDG.

Tabelle 15: Octanol-Puffer-Verteilungskoeffizienten von DHAvD (MW + SD, n = 3).

pH log D

3,1 2,98 £ 0,03
5,5 1,24 £ 0,00
6,1 0,72 £ 0,01
7,4 -0,24 +£ 0,01
7,9 -0,37 £ 0,01

4.3 Untersuchungen an halbfesten Formulierungen unter
Zusatz von 1,2-Alkandiolen

Als halbfeste Formulierungen kamen die O/W-Creme Wasserhaltige Hydrophile Salbe sowie
die W/O-Creme Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe zum Einsatz [193]. In die Formu-
lierungen wurde flir die Liberationsstudien jeweils 0,1 % DHAvVD eingearbeitet. AuBBerdem
erfolgten Modifizierungen durch den Zusatz der Glycole in 2 %iger Konzentration. Die Art
der Glycole spiegelt sich in der Bezeichnung der Cremes wider, z.B. PrG-WHS oder
BuG/PeG-WWAS.

Das aus technologischer und kosmetischer Sicht optimierte Hydrodispersionsgel (HDG)
wurde als Referenzvehikel in die Untersuchungen einbezogen. Die Stabilisierung der
emulsionsartigen Struktur erfolgt hier hauptséchlich iiber ein oberflichenmodifiziertes, quer-
vernetztes Polymer. Bei Kontakt mit dem elektrolythaltigen Milieu der Hautoberflache
kommt es zu einer Phasentrennung [196, 204]. Diese konnte neben einem Kiihleffekt auch
eine schnelle Wirkstofffreigabe zur Folge haben. HDG enthilt die 1:1 Mischung aus BuG
und PeG in Form des Produktes SymCalmin®, in welchem 5 % DHAvD geldst sind.

4.3.1 In-vitro-Freisetzungsstudien

Mit Hilfe des MSMM lésst sich fiir halbfeste Formulierungen der erste Teilprozess der
Arzneistoffaufnahme tiiber die Haut, die Liberation, simulieren [132]. Nur der zuvor
freigesetzte Anteil steht fiir die nachfolgende Penetration zur Verfiigung. Es lassen sich
Einfliisse von Modifizierungen der aufgetragenen Zubereitungen erkennen, was die Auswahl
geeigneter Grundlagen fiir Penetrationsversuche erleichtert.

Zunichst sollte tiberpriift werden, ob der Zusatz von Glycolen generell einen Einfluss auf die
Liberation von DHAvD aus halbfesten Vehikeln ausiibt und welche Rolle dabei der
Emulsionstyp spielt. Dazu wurden Versuche mit WHS und WWAS durchgefiihrt. Die
Mischung BuG/PeG wurde als Glycolzusatz gewdhlt, da sie die beste Loslichkeit fiir den
Modellarzneistoff zeigte (Tabelle 14). Die Ergebnisse sind in Abbildung 37 grafisch
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dargestellt. Obwohl WHS und WWAS ein entgegengesetztes Phasenverhalten aufweisen,
dhneln sich ihre Freisetzungsprofile. Der Zusatz von BuG/PeG fiihrte zu einer signifikanten
Steigerung der liberierten Menge um das Zwei- bis Vierfache fiir beide Formulierungen,
wobei der Glycoleinfluss bei BuG/PeG-WWAS deutlicher ausgeprigt war als bei BuG/PeG-
WHS. Mit der erstgenannten Zubereitung wurden bereits nach 10 min ca. 80 % der
applizierten DHAvD-Menge in den Akzeptormembranen wieder gefunden. Der Vorteil
dieses Vehikels gegeniiber der BuG/PeG-haltigen WHS war bei beiden Kurzzeit-
experimenten (10 und 30 min) signifikant (p <0,01).
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Abbildung 37: Vergleich der zeitabhdngigen Liberation von DHAvD aus WHS und WWAS mit den
entsprechenden BuG/PeG-haltigen Formulierungen (MW £+ SD, n = 3).

Als ein weiteres die Glycol-Mischung enthaltendes Vehikel wurde das Hydrodispersionsgel
auf die Freisetzung von DHAvVD hin getestet. Es zeigte ebenfalls gute, wenngleich auch
nicht so hohe Liberationsraten wie BuG/PeG-WWAS. Mit 63 % nach 10 min und 83 % nach
30 min lag es zwischen den Ergebnissen der glycolhaltigen Cremes. Zur Verdeutlichung sind
die Resultate der Kurzzeitversuche noch einmal in Tabelle 16 aufgelistet. Der hohere pH-
Wert im HDG als in WHS, der zu einem fiir passive Diffusion ungiinstigeren Verhéltnis
zwischen geladenen und ungeladenen DHAvD-Molekiilen fiihrte, schien fiir den Frei-
setzungsvorgang nicht entscheidend zu sein. Mdglicherweise spielt hier die Phasentrennung,
die fiir Hydrodispersionsgele u.a. bei Hauttemperatur beschrieben wird [196], eine Rolle.
Nach 100 min war die Liberation fiir alle Formulierungen im Wesentlichen beendet und

konnte als ausreichend eingeschétzt werden.

Tabelle 16: Liberation von DHAvD aus WHS, WWAS und den entsprechenden BuG/PeG-haltigen
Formulierungen sowie aus HDG zu 10 und 30 min (MW = SD, n = 3).

Liberierte Menge DHAvVD / (%)

WWAS BuG/PeG- WHS BuG/PeG-WHS HDG
WWAS

10 min 17,99 +3,95% 80,26 + 6,59 24,58 +3,39° 42,82 +2,16 63,19 +5,22
30min 46,92+ 10,72* 91,19 +3,31° 34,76 + 4,00 * 70,48 +4,81° 82,95 + 6,24 °°

Statistische Signifikanz gegeniiber allen Formulierungen innerhalb einer Versuchszeit (p <0,05), auler bei identischer
Indizierung.
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Im Folgenden sollte evaluiert werden, ob Glycole unterschiedlicher Kettenldnge die
Liberation von DHAvVD in unterschiedlichem AusmaBl fordern. Um den eventuellen
Unterschieden grofleren Spielraum zu geben, wurde hierfiir nicht die am besten freisetzende
Creme aus der vorangegangenen Versuchsreihe, sondern WHS ausgewaihlt. Neben 0,1 % des
Modellwirkstoffes wurden entweder 2 % PrG (C;, PrG-WHS), BuG (C4, BuG-WHS) bzw.
PeG (Cs, PeG-WHS) -eingearbeitet. Jede Modifikation fiihrte zu einer signifikanten
Steigerung der in den Akzeptormembranen detektierten Mengen an DHAvVD gegentiber der
glycolfreien Referenz WHS (p <0,05). Nach 100 min waren die Raten fiir alle
Zubereitungen grofer als 94 %. Deshalb sind in Abbildung 38 nur die Ergebnisse der

Kurzzeitversuche dargestellt.
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Abbildung 38: Liberation von DHAvD aus WHS, PrG-WHS, PeG-WHS, BuG-WHS (geschlossene Symbole)
sowie BuG/PeG-WHS (offene Symbole) in Abhdngigkeit von der Kettenlinge der zugesetzten Glycole zu 10 und
30 min (MW +SD, n=3). --- lineare Regression der Ergebnisse von WHS, PrG-WHS, PeG-WHS und
BuG-WHS (10min: y = 25,10 + 3,24 x, R? = 0,991 und 30 min: y = 34,57 + 9,04 x, R? = 0,999).

Mit zunehmender Kettenldnge der Glycole stieg der liberierte DHAvD-Anteil linear.
Verglichen mit dem 10 min-Versuch ist der Anstieg der ermittelten Regressionsgerade bei
30-miniitiger Inkubation etwas steiler. Die Unterschiede zwischen den Glycolzusitzen sind
hier statistisch signifikant (p <0,05). BuG/PeG-WHS ist bei einer formalen Anzahl an
Kohlenstoffatomen der Glycolmischung von 4,5 ebenfalls in den Graphen eingefiigt. Im
Gegensatz zu der 30-miniitigen Inkubationszeit zeigte sie nach 10 min eine leicht hohere
Freisetzungsrate als von der Kettenldnge her zu erwarten gewesen wire. Unter Einbeziehung
der Standardabweichungen gliedern sich die Ergebnisse jedoch in die allgemeine Tendenz
ein.

Aus Kapitel 4.2.2 ging eine Verbesserung der Loslichkeiten von DHAvVD durch Glycole
hervor, so dass auch ein Cosolvens-Effekt in den verwendeten Cremes zu vermuten ist.
Trotzdem zeigte die steigende Aufnahmekapazitit der reinen Glycole nicht den gleichen
linearen Verlauf wie die Liberationsraten. Eine mdgliche Ursache sind die komplexeren
Verhiltnisse in den mehrphasigen Zubereitungen. Semiquantitative lichtmikroskopische
Untersuchungen ergaben fliir WHS einen teilweise suspendierten Zustand von DHAvD. Der

Anteil der ungeldsten Fraktion nahm mit zunehmender Kettenldnge der zugesetzten Glycole
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ab. In BuG-WHS, PeG-WHS und BuG/PeG-WHS wurden keine DHAvD-Kristalle mehr
gefunden, so dass eine komplette Solubilisierung angenommen werden kann. Demzufolge
steigt in der Reihenfolge WHS — PrG-WHS — BuG-WHS der Konzentrationsgradient fiir die
solubilisierte DHAvD-Fraktion zwischen Vehikel und Akzeptor, wodurch sich die treibende
Kraft fiir die Diffusion erhoht. Dies erkldrt allerdings nicht den Unterschied zwischen
BuG-WHS und PeG-WHS beziiglich der Liberationsraten, so dass ein weiterer
Mechanismus involviert sein muss. PrG ist nachweislich in der Lage, in Dodecanol-
Membranen zu diffundieren (vgl. Kapitel 3.4.2, [136]). Aufgrund ihrer Mischbarkeit mit
Dodecanol kann das auch fiir die homologen Glycole angenommen werden, was
spektroskopische Untersuchungen bestitigten (nicht gezeigt). Die Affinitit zu Dodecanol
konnte mit zunehmender Kettenldnge infolge steigender Lipophilie zunehmen, was zu einem
starkeren Solvent-drag-Effekt des entsprechenden Glycols fiihren wiirde. Eine korrespon-
dierende Verbesserung des Losungsvermdgens von Dodecanol fiir DHAvVD und ein damit
von der Akzeptorseite her ansteigender Konzentrationsgradient spielen keine Rolle, da in
jedem Fall Sink-Bedingungen eingehalten wurden. Obwohl die Loslichkeit von DHAvVD in
BuG/PeG gegeniiber den Einzelkomponenten signifikant erhoht war, konnte der Zusatz der
Mischung zu WHS die Liberation nicht weiter steigern. Wahrscheinlich spiegeln sich in
komplexen Vehikeln die Solubilisierungseffekte einzelner Komponenten nicht in gleichem

Malle wider, so dass auch der Solvent-drag-Effekt begrenzt ist.

4.3.2 Ex-vivo-Penetrationsstudien

Die Penetration von DHAvVD wurde mit Hilfe von FRANZz-Diffusionszellen getestet. Auf-
grund limitierter Verfiigbarkeit von Humanhaut wurden drei Formulierungen ausgewaihlt.
Mit HDG, WHS und BuG/PeG-WHS konnte zum einen der Einfluss der Glycole auf das
Penetrationsverhalten von DHAvVD durch einen Vergleich von WHS mit BuG/PeG-WHS
untersucht werden. Zum anderen war durch Gegeniiberstellung von BuG/PeG-WHS und
HDG der Effekt des Stabilisierungsprinzips der beiden glycolhaltigen O/W-Vehikel erfass-
bar. Auch fiir eine kosmetische Anwendung von DHAvVD sind O/W-Formulierungen
relevanter, da der bei Applikation auftretende Kiihleffekt die juckreizlindernde Wirkung der
Substanz unterstiitzen kann.

Aus analytischen Griinden wurden fiir die Finite-dose-Studien 0,2 % DHAvVD sowie 4 % der
Glycolmischung in die Vehikel eingearbeitet. Durch die ausreichende Ldoslichkeit in Puffer
pH 7,4 (siche Tabelle 14) konnten formal Sink-Bedingungen im Akzeptor eingehalten
werden. Die DHAvD-Mengen in den verschiedenen Hautschichten (Stratum corneum,
lebende Epidermis und Dermis) sowie im Akzeptor wurden nach Inkubationszeiten von 30,
300 und 1000 min bestimmt.
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WHS und BuG/PeG-WHS

In Abbildung 39 sind die penetrierten und permeierten Anteile an DHAvD nach Applikation
von WHS und BuG/PeG-WHS bezogen auf die applizierte Dosis grafisch dargestellt. Bereits
mit reiner WHS lieen sich mehr als 12 % DHAvD in den lebenden Schichten von
Epidermis und Dermis nach 300 min erzielen. Jedoch ist die Steigerung dieser Menge
erstrebenswert, insbesondere da eine signifikante Penetrationszunahme innerhalb der

relevanten Hautschichten erst bei der Langzeitinkubation von 1000 min auftrat (p <0,01).
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Abbildung 39: Vergleich der Penetration von DHAvD in exzidierte Humanhaut (a: Stratum corneum, b:
lebende Epidermis und c: Dermis) sowie der Permeation in den Akzeptor (d) zu verschiedenen Zeiten nach
Applikation von WHS und BuG/PeG-WHS (MW + SD, n =3; " p < 0,05, " p < 0,01 gegeniiber WHS).

Vergleicht man beide Formulierungen, ldsst sich eine zwei- bis dreifache Erh6éhung der
DHAvD-Anteile in allen Hautschichten und zu jeder Zeit konstatieren, wenn BuG/PeG-
WHS aufgetragen wurde. Dies bestitigte die Voraussagen, die mit dem In-vitro-Modell
getroffen wurden (Kap. 4.3.1). Von besonderer Bedeutung sind lebende Epidermis und
Dermis. Hier sind die Targetstrukturen des DHAvVD lokalisiert. Der grofBite Unterschied
zwischen WHS und BuG/PeG-WHS zugunsten Letzterer trat hier nach 300-miniitiger
Inkubation auf. Nur 4,5 % DHAvVD wurden in der lebenden Epidermis nach Auftragung von
WHS detektiert verglichen mit 15 % unter der glycolhaltigen Creme. In gleichem Verhéltnis
verbesserte sich die Penetration in die Dermis. 7,5 % DHAvD unter WHS standen 26 %
unter BuG/PeG-WHS gegeniiber.
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Zur Verbesserung der Penetration von Arzneistoffen tragen komplexe wechselseitige
Beeinflussungen struktureller und thermodynamischer Effekte bei. Zu den letztgenannten
Faktoren zihlen im Fall von DHAvD dessen komplett geloster Zustand in der glycolhaltigen
WHS und der damit verbundene steilere Konzentrationsgradient. Ebenfalls penetrierende
Glycolmolekiile konnten die Loslichkeit von DHAvVD in den Hautschichten verbessern, was
die treibende Kraft der Diffusion durch eine erhdhte Affinitdit zum Akzeptor verstirken
wiirde. Dariiber hinaus kann ein Solvent-drag-Effekt in Betracht gezogen werden. Poly-
valente Alkohole wie PrG sind in der Lage, die Mikrostruktur des Stratum corneum zu
beeinflussen. Dies geschieht z.B. durch Solvatisierung von a-Keratin sowie Adsorption an
hydrophile Gruppen {iiber Wasserstoffbriicken, was die Arzneistoff/Gewebe-Bindung
beeintrachtigt [17]. Auch wird eine Modifikation der unpolaren Route fiir die Stratum-
corneum-Passage diskutiert [205]. BRINKMANN und MULLER-GOYMANN nahmen ihren
Studien zufolge eine Anreicherung von PrG in hydrophilen Regionen der Stratum-corneum-
Bilayer sowie eine Integration in lateraler Richtung zwischen den Kopfgruppen der Lipide
an [206]. Diese Mechanismen konnten auch fiir die Penetrationsverbesserung durch héhere
1,2-Alkandiole eine Rolle spielen.

Trotz allem wurde bislang wenig zum Vergleich glycolhaltiger und -freier Vehikel hinsicht-
lich der Arzneistoffaufnahme in die Haut publiziert. Meist bezogen sich die Arbeiten auf den
Zusatz von (groBeren Mengen) PrG. Die Ergebnisse sind kontrovers und oft beschrinkt auf
Permeationsvorgiinge. Einen Uberblick gibt Tabelle 17. Lediglich DIEZ-SALEZ et al.
berichteten von einem positiven Einfluss bereits nach geringgradigem Glycolzusatz. Vehikel
mit 10 % PrG verbesserten die Permeation von Aciclovir um das 1,5fache gegeniiber den
Referenzformulierungen [207]. Die Permeationsraten fiir DHAvD waren jedoch unabhéngig
von der WHS-Modifikation mit unter 2 % sehr gering. Die deutliche Zunahme des
penetrierten Anteils bei Applikation der BuG/PeG-WHS spricht allerdings fiir einen starken
Enhancereffekt auf den Modellwirkstoff.

Es ist zu vermuten, dass PrG weniger gut geeignet ist, den Einfluss hoherer Alkandiole auf
die Penetration vorauszusagen. Dies entspricht auch der Tendenz der Liberation von
DHAVD aus den glycolhaltigen Cremes (Abbildung 38). Glinstigere Verteilungsverhéltnisse
in die Haut infolge besserer Loslichkeit in den Cremes sowie in der Haut durch Zusatz von
BuG und PeG, mdglicherweise auch durch deren eigene verbesserte Penetration aufgrund
der héheren Lipophilie, konnten dabei von Bedeutung sein. Das wiirde auch erkldren, warum
die von MURAKAMI et al. beschriebene Zugabe von 10 % PrG zu einer ethanolischen Losung
des DHAvD-Analogons Tranilast dessen Konzentration in Mikrodialysat gegeniiber der
PrG-freien Losung nach topischer Applikation auf Rattenhaut in vivo nicht erhohte [208].
Die Autoren konnten allerdings den in der Literatur hdufig beschriebenen Enhancereffekt

durch Kombination von PrG und Olsédure beobachten.
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Tabelle 17: Ubersicht iiber In-vitro-Studien zum Einfluss eines Glycolzusatzes auf die Penetration bzw.
Permeation von Arzneistoffen (EtG Ethylenglycol, k.A. keine Angabe).

Art und Effekt auf Penetration bzw.

Vehikel = Wirkstoff Menge des  Permeation gegeniiber (glycol- Haut [Lit.]
Glycols freier) Referenzformulierung

Loésung  Metronidazol 0-100 % Flux 1 mit PrG 1 Human [209]
PrG bzw. Flux 1 mit EtG 1 [159]
EtG

Losung  Naloxon 0-100 % Flux: Maximum bei 50 bzw. 66 % Ratte [210]
PrG PrG

Losung  Tamoxifen 50 % PrG Flux unbeeinflusst Schwein  [211]

Losung  Tetracain 0-70 % PrG Keine Korrelation zwischen Glycol- Maus [212]

gehalt und Flux
Losung, Aciclovir 0-70 % PrG Permeationskoeffizient 1 bis 50 % Human [207]
Hydrogel PrG beim Hydrogel bzw. bis 70 %

PrG bei der Losung (obwohl
Loslichkeit im Vehikel 1)
Hydrogel Betamethason- 20-60 % mit 40 % PrG maximale Penetration Human [136]
17-valerat PrG in Stratum corneum und lebende

Epidermis; Permeation in Dermis:

unbeeinflusst
Hydrogel Diclofenac 0-60 % PrG Flux | mit PrG-Gehalt (Affinitéit Ratte [213]
Natrium zum Vehikel 1)
Hydrogel Flufenaminsdure 25 % PrG Penetration | Human [202]
Hydrogel Flurbiprofen 20 % PrG Flux unbeeinflusst, aber Arznei- Maus [214]

stoffmenge in der Haut |
Hydrogel Hydrocortison — 20-60 % Penetration in Stratum corneum und Human [136]
PrG vitale Epidermis 1 mit PrG-Gehalt;
Permeation in Dermis: unbeeinflusst
Creme Hydrocortison 25 % PrG ~ Penetration: mit 1,5-Pentandiol > Human [215]
bzw. 1,5- PrG, diolfreie Referenz: k.A.;
Pentandiol = Permeation: mit PrG > PeG > diol-
freie Referenz
Losung  Pyridostigmin- 5 % BuG Permeationskoeffizient unbeeinflusst Human [216]

bromid

BuG/PeG-WHS und HDG

Die Resultate des Vergleiches der BuG/PeG-haltigen Formulierungen BuG/PeG-WHS und
HDG sind in Abbildung 40 dargestellt. Wihrend sich die im Stratum corneum erzielten
Konzentrationen an DHAvVD zwischen beiden Formulierungen nicht unterschieden, ergaben

sich in tieferen Hautschichten zum Teil signifikante Differenzen. In diesen Bereichen war
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das HDG der BuG/PeG-WHS zu jeder Inkubationszeit deutlich iiberlegen. Aus dem detail-
lierten Tiefenprofil in Abbildung 41 geht hervor, dass sich die penetrierte Menge bei HDG
im Langzeitversuch (1000 min) nicht weiter erhohte. Da sich mit BuG/PeG-WHS auch nach
1000 min nicht das Niveau des modernen Creme-Gels erreichen liel3, bleibt die Darstellung
in Abbildung 40 auf die relevanten Zeiten von 30 min (a) und 300 min (b) beschrinkt. Der
permeierte Anteil belief sich unter Verwendung von HDG auf dhnlich niedrige Werte wie

unter den klassischen Vehikeln. Er lag zwischen 2 und 3,5 % der applizierten Dosis.
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Abbildung 40: Vergleich der DHAvD-Konzentrationen in Stratum corneum, lebender Epidermis und Dermis
nach Applikation von BuG/PeG-WHS und HDG nach 30 min (a) und 300 min (b) (MW £SD, n=3;
"p<0,05 " p <001 gegeniiber BuG/PeG-WHS).

Trotz Unterschieden in Zusammensetzung sowie submikroskopischer Struktur der
Formulierungen ist in beiden Féllen eine hohe (epi-)dermale Verfiigbarkeit von DHAvD zu
konstatieren. Die Uberlegenheit des HDG, die bereits in den Liberationsstudien auftrat,
konnte auf den Zusammenbruch der Gelstruktur nach Kontakt mit elektrolythaltiger Haut-
oberfldche zuriickzufiihren sein [196]. Dieser bringt eine schnelle Freisetzung von DHAvVD

und moglicherweise auch der Glycole mit sich.
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Abbildung 41: Tiefenprofil von DHAvD in den lebenden Hautschichten (lebende Epidermis und Dermis) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation von HDG (MW £ SD, n = 3).
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4.3.3 Zusammenfassung: Halbfeste Formulierungen

Die Versuche zur Freisetzung von DHAvVD ergaben fiir alle halbfesten Vehikel, dass dieser
Teilprozess die nachfolgende Penetration in die Haut nicht limitiert. Dariiber hinaus liel3 sich
sowohl fiir eine klassische O/W- als auch fiir eine W/O-Creme eine signifikante Steigerung
der Freisetzung durch Zusatz geringer Mengen 1,2-Alkandiole erreichen. Am Beispiel der
WHS konnte eine Korrelation zwischen der Freisetzung des DHAvD und der Kettenldnge
der Glycole konstatiert werden. Die Beobachtungen setzten sich in den Penetrationsstudien
fort. Die Zugabe einer Glycolmischung zu WHS erhohte die Penetration von DHAvVD in alle
Hautschichten deutlich. Die Ausbildung eines Depots im Stratum corneum gewihrleistet
dabei den Erhalt hoher (epi-)dermaler Konzentrationen fiir lingere Zeit. Deren weitere
signifikante Steigerung, bereits nach 30-miniitiger Einwirkdauer, ist durch Applikation des
HDG moglich. Das Ausmall der Permeation ist bei Verwendung der halbfesten

Formulierungen allerdings vernachléssigbar gering.

4.4 Mikroemulsionen zur dermalen Applikation von
Dihydroavenanthramid D

4.4.1 Motivation und Zielstellung

Das Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten war die Entwicklung moderner
Mikroemulsionen, die dermal applizierbar sind und die Verfiigbarkeit von Wirkstoffen in der
Haut bzw. in der systemischen Zirkulation, untersucht am Beispiel von DHAvVD, erh6hen
konnen.

Neben klassischen Emulgatoren wie (PEGylierten) Fettalkoholen oder Polysorbaten fanden
inzwischen auch Tenside aus nachwachsenden Rohstoffen Eingang in die Entwicklung
kolloidaler Arzneitrdger. In den 90er Jahren wurden die umwelt- und gleichzeitig hautver-
traglichen Alkylpolyglycoside auf der Basis von Stirke und natiirlichen Fetten eingefiihrt
[64]. In der vorliegenden Arbeit kam nun erstmals ein pflanzliches Proteinhydrolysat-Fett-
sdurekondensat zur Bildung von Mikroemulsionen zum Einsatz. Es gehort zu einer Klasse
milder, biologisch leicht abbaubarer, anionischer Tenside, die bereits in kosmetischen
Produkten Verwendung finden und iiblicherweise in Form von 30-35 %igen wéssrigen

Losungen vertrieben werden.
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Abbildung 42: Vereinfachte chemische Struktur eines Proteinhydrolysat-Fettsdurekondensates (R = Amino-
sdureseitenkette).

Abbildung 42 gibt die vereinfachte chemische Struktur wieder. Sie deutet an, dass der
hydrophile Molekiilteil nicht eindeutig definiert ist, sondern nur eine peptidische Grund-

struktur feststeht. Deren Zusammensetzung, die Aminosduresequenz, und die resltierende
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Polaritdt werden primér von der Art des verwendeten Proteinrohstoffes und der durch die
Hydrolysebedingungen im Herstellungsprozess gesteuerten MolekiilgroBe bestimmt. Im
finalen Kondensationsprodukt konnen je nach sterischer Verfiigbarkeit neben dem N-
terminalen Stickstoff auch nucleophile Gruppen in den Peptidseitenketten acyliert sein [217].
In dieser komplexen Struktur liegt die Hauptursache dafiir, dass es kaum systematische
Untersuchungen zu physikochemischen FEigenschaften solcher Tenside gibt. Sofern
vorhanden, beschrinken sie sich auf Aminosaurederivate [218, 219].

Das in dieser Arbeit verwendete Fabrikat (Gluadin® WK) ist das Acylierungsprodukt eines
Weizenproteinhydrolysates mit Fettsduren aus Kokosfett (M ca. 3000 g'mol™ [220]). Eine
vergleichende Studie zum okuléren und dermalen Irritationspotenzial bescheinigte die
exzellente physiologische Vertraglichkeit [221]. Literaturangaben zufolge fiihrte der Zusatz
einer geringen Menge acylierter Proteinhydrolysate zu Formulierungen, die starker irritative
Emulgatoren enthielten, zu einer iiberproportional verbesserten Hautvertriglichkeit. Erklart
wurde dieser Effekt mit dem amphoteren Verhalten der Proteintenside, die iiber eine
Wechselwirkung mit dem Kollagen der Haut eine Art Schutzschicht ausbilden [217]. Trotz
allem liegen auch vereinzelte Berichte liber allergische Reaktionen vor, die bei dem

vorliegenden Tensid auf das hydrolysierte Weizenprotein zuriickzufiihren sind [222].

Niedermolekulare Alkohole, wie sie erfolgreich im vorangegangenen Kapitel als
Penetrationsenhancer eingesetzt wurden, konnen in Mikroemulsionen als Cotenside
fungieren. Neben ihrem Einfluss auf Kriimmung, Packung und Fluiditit des Grenzfldchen-
filmes zeigen insbesondere die kurzkettigen Alkohole auch Bulkeffekte. Das bedeutet, sie
verteilen sich zwischen den Mikrokompartimenten einer Mikroemulsion und verdndern
somit deren relative Hydro- bzw. Lipophilie [49]. Da 1,2-Alkandiole weniger toxisch als die
korrespondierenden einwertigen Alkohole sind, wurden sie von KAHLWEIT et al. fiir die
Verwendung in Mikroemulsionen vorgeschlagen [223, 224]. Aus einer Studie ging PeG,
verglichen mit PrG, als effektiveres Cosolvens hervor [224]. In Wasser bildet es selbst keine
mizellaren Strukturen aus, lediglich hydrophobe Wechselwirkungen wurden nachgewiesen
[225]. ALANY et al. untersuchten den Einfluss kurzkettiger Alkohole und 1,2-Diole auf das
Phasenverhalten quaterndrer Systeme [107]. Im Gegensatz zur Einarbeitung von 1,2-
Propylenglycol, das zur Bildung eines groferen fliissigkristallinen Phasenbereiches fiihrte,
kam es bei Verwendung von 1,2-Pentylenglycol und 1,2-Hexylenglycol zu einer Stérung der

Packungsanordnung der Tenside, was ein grofleres Mikroemulsionsgebiet zur Folge hatte.

Das nachfolgende Kapitel beschreibt die Entwicklung moderner Mikroemulsionssysteme,
die auf der Verwendung von Weizenproteinhydrolysat-Fettsdurekondensat kombiniert mit
verschiedenen 1,2-Alkandiolen basieren. Von Interesse war der Einfluss der Kettenlidnge der
Diole auf das Phasenverhalten der pseudoterndren Mischungen. Ein ausgewdéhltes Phasen-
gebiet wurde ndher physikochemisch charakterisiert. Fiir eine potentielle Anwendung auf der

Haut erfolgte die Auswahl zweier Rezepturen mit unterschiedlichen 1,2-Alkandiolen. Deren
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Penetrationsverhalten wurde in vitro getestet und mit dem der zuvor untersuchten halbfesten

Formulierungen verglichen.

4.4.2 Entwicklung und Charakterisierung des isotropen Phasen-
gebietes

Entwicklung der Mikroemulsionen und Phasendreiecke

Zunichst wurden Mischungen von Gluadin® WK mit BIP als lipophiler Komponente und
Wasser hergestellt. Der geringe Anteil an Aktivsubstanz im verwendeten Fertigprodukt des
Tensides von 30,9 % (nach [226]) limitierte jedoch den Spielraum. Durch den Zusatz von
Synperonic® PE/L 121, einem Poloxamer (M ~ 4400 g'mol™”, HLB 0,5 [99]), konnten die
Systeme stabilisiert werden. Das Massenverhéltnis von 5:1 zwischen Proteintensid und
Poloxamer stellte sich dabei als giinstig heraus, um isotrope Mischungen zu erhalten. Dies
entsprach dem um den Wasseranteil im Gluadin® WK korrigierten Verhiltnis der
Komponenten (Reorr) von 1,545:1 und damit einem molaren Verhiltnis von 2,3:1. Da der
Zusatz eines Cotensides die Bildung von Mikroemulsionen begiinstigt bzw. deren Phasen-
gebiet vergrofern kann, wurden verschiedene 1,2-Alkandiole (PrG, BuG bzw. PeG)
zugesetzt. Letztlich resultierte das Verhéltnis Reor = 1,545:1:1,875 Gluadin® WK : Polox-
amer : Glycol, mit dem im Folgenden weiter gearbeitet wurde.

Um den Einfluss von PrG, BuG und PeG auf Lage und GroBle des einphasigen, isotropen
Gebietes zu untersuchen, wurden pseudoterndre Phasendiagramme erstellt (Abbildung 43).
Mischungen im rechten Teil der Phasendreiecke konnten aufgrund des Wasseranteils im
Gluadin® WK nicht getestet werden, so dass sich dieser Bereich der Auswertung entzog.

Fiir jedes der als Cotensid eingesetzten Glycole ergaben sich Phasengebiete mit klaren,
niedrigviskosen und optisch isotropen Systemen, deren Grof3e sich jedoch unterschied. Wird
das zur Verfiigung stehende Areal des Phasendreiecks zu 100 % gesetzt, so belief sich die
isotrope Region fiir die PrG-haltigen Systeme auf 8,8 % (Abbildung 39a), fiir die BuG-
haltigen auf 11,4 % (Abbildung 39b) und fiir die PeG-haltigen auf 16,2 % (Abbildung 39c).
Die VergroBerung der Phasengebiete mit steigender Kettenldnge der Glycole bestitigt
Ergebnisse von ALANY et al., die Wasser, Ethyloleat und eine nichtionische Tensidmischung
mit verschiedenen Alkandiolen kombinierten [107]. Ein Grund dafiir kann in der
Verstiarkung der oben genannten Grenzfldchen- und/oder Bulkeffekte der Cotenside liegen.
Fliissigkristalline Phasen wurden nicht beobachtet. Mdglicherweise fehlen in den Systemen

geeignete Tenside, die in der Lage sind, Fernordnungen auszubilden.

75



MODULATION VON FREISETZUNG UND PENETRATION DES MODELLARZNEISTOFFES DIHYDROAVENANTHRAMID D

100

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Gluadin WK / Poloxamer / PrG Gluadin WK / Poloxamer / BuG

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

(a) (b)

100

0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Gluadin WK / Poloxamer / PeG Gluadin WK / Poloxamer / 1,2-Alkandiol

(©) (d)

Abbildung 43: Phasendreiecke pseudoterndirer Systeme, die mit unterschiedlichen Glycolen als Cotenside
erstellt wurden. Die optisch isotrope Region ist farbig markiert (a) PrG (dunkelgrau), (b) BuG (hellgrau), (c)
PeG (transparent/weif3) und (d) gemeinsame Darstellung. Die Linien in (c) sind Verdiinnungsreihen, entlang
derer eine physikochemische Charakterisierung vorgenommen wurde.

Physikochemische Charakterisierung des PeG-haltigen Phasengebietes

Das pseudoterndre System, welches die grofite isotrope Region bildete, wurde zur ndheren
Charakterisierung ausgewdhlt, da es das breiteste Spektrum an stabilen kolloidalen
Formulierungen lieferte.

Zunichst wurden verschiedene Systeme konstanter Tensid/BIP-Massenanteile (76,6 : 23,4)
und steigenden Wassergehaltes entlang Linie A in Abbildung 43c hergestellt. Die zweite
Verdiinnungsreihe (Linie B) begann mit einer definierten Menge an Tensid (45 % (m/m))
und Wasser (55 % (m/m)), dem bis zum Erreichen der Phasengrenze kontinuierlich BIP
zugegeben wurde. Beide Reihen wurden beziiglich der elektrischen Leitfahigkeit, Linie A
dariiber hinaus mittels Differential Scanning Calorimetry untersucht. Die genaue
Zusammensetzung der Systeme ist in Tabelle 18 aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Zusammensetzung der untersuchten Systeme entlang der Linien A und B im PeG-haltigen pseudo-
terndiren Phasendiagramm (vgl. Abbildung 43c). W — Wasser, T — Tensidmischung (Gluadin®™ WK: Poloxamer:
PeG mit R.,,,= 1,545:1:1,875), O — lipophile Komponente (BIP), der Index kennzeichnet die Linien A bzw. B.

Anteil der Komponenten / (% m/m)

Wa 8725 81,7 77,0 72,5 67,5 61,0 54,0 47,5 425 373

To 10,00 140 175 21,0 250 30,0 350 40,0 440 47,7
Or 275 43 55 65 75 90 11,0 125 13,5 150
W 551 546 540 532 524 51,6 509 50,1 494 487 48,0 474 46,7 46,1
Ty 449 444 440 433 427 420 413 408 402 396 39,1 385 380 375
O 0 10 20 35 49 64 78 91 104 11,7 129 141 153 164

Elektrische Leitfahigkeit

Die Bestimmung der Elektrischen Leitfahigkeit kann genutzt werden, um strukturelle
Anderungen innerhalb einer Mikroemulsionsreihe zu verfolgen [105, 106, 227, 228]. So
kann z.B. die beginnende Quervernetzung bereits existierender isolierter Wassertropfchen
bei Erhohung der Wasserfraktion detektiert werden. An der so genannten Perkolations-
schwelle (¢p) kommt es dabei zur Bildung stromleitender Bahnen, die in der Regel zu einem
starken Anstieg der Leitfihigkeit fithrt [105]. Um solche Anderungen zu detektieren, miissen
ausreichend Ladungstrdger im System vorhanden sein, so dass hdufig mit Elektrolytzugabe
gearbeitet wird [106, 229]. Da das hier verwendete Proteintensid anionischen Charakter hat,
ist eine ausreichende Leitfdhigkeit gegeben. Allerdings geht eine Verdnderung der
Zusammensetzung der Systeme mit variierenden Tensidfraktionen und damit mit einer
Anderung der Anzahl an Ladungstriigern einher. Um dies auszugleichen, wurden die Roh-
daten korrigiert, indem der Quotient aus elektrischer Leitfahigkeit k und Tensidfraktion (¢s)

gebildet wurde. Der resultierende Parameter wurde mit k’ bezeichnet.

Entlang Linie A beliefen sich die unkorrigierten Werte der Leitfahigkeit auf 1-8 mS-cm™.
Die Auftragung von «’ gegen die Wasserfraktion ¢y, dargestellt in Abbildung 44a, ergab
einen exponentiellen Anstieg, jedoch keinen die Perkolationsschwelle reprasentierenden
Wendepunkt. Ein etwas empfindlicherer Ansatz ist die Darstellung der 1. Ableitung von «’
(d log «/doy,) gegen die Wasserfraktion [230]. Hier zeigt das Auftreten eines Maximums die
beginnende Quervernetzung an. Eine solche Tendenz ist im Inset der Abbildung 44a zu
erkennen, jedoch konnte sie nicht verifiziert werden, da sich aufgrund des Wasseranteils in
Gluadin® WK keine Systeme mit einer Wasserfraktion < 0,373 herstellen lieBen (siche
Abbildung 43).

Die Leitfdhigkeitsmessungen wurden nach zweimonatiger Lagerung bei Raumtemperatur
mit den gleichen Ergebnissen wiederholt. Dies wurde als ein Hinweis auf die Stabilitdt der
Systeme gewertet. Auch organoleptisch waren keine Verdnderungen erkennbar.

Innerhalb der Verdiinnungsreihe B sank die elektrische Leitfahigkeit von 10,2 mS-cm™ auf

6,7 mS-cm”. Die Korrektur beziiglich der Anzahl der Ladungstriger resultierte in einer
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geringfiigigen Abnahme von «’ von 2,28 auf 1,81 (Abbildung 44b), was auf die Erhhung
der lipophilen Fraktion zuriickzufiihren sein kann. ErwartungsgemaB trat keine grundlegende

Anderung des submikroskopischen Aufbaus ein.
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Abbildung 44: Korrigierte elektrische Leitfihigkeit k° als Funktion der Wasserfraktion ¢,, in den isotropen
Systemen entlang Linie A, Inset: d log x’/ d ¢,, gegen ¢,.(a) sowie als Funktion der BIP-Fraktion ggp entlang
Linie B (b) (vgl. Abbildung 43c, Tabelle 18).

Anhand der hohen Leitfihigkeitswerte im mS-cm™-Bereich und unter Beriicksichtigung der
Anteile an hydrophilen Komponenten kdnnen wasserkontinuierliche Strukturen im Sinne
von Mizellen bzw. O/W-Mikroemulsionen fiir das gesamte isotrope Gebiet geschlussfolgert

werden.

Differential Scanning Calorimetry

Differential Scanning Calorimetry (DSC) ist ein Verfahren zur Untersuchung temperatur-
induzierter Zustandsdnderungen [108]. GARTI et al. nutzen die low-temperature-DSC
erstmals zur Charakterisierung des Zustandes von Wasser in nichtionischen Mikro-
emulsionen [231]. In DSC-Kiihlkurven kann von der Gréfle und Position des exothermen
Wasserpeaks auf dessen physikalischen Status innerhalb des Systems geschlossen werden.
Das Erstarren von Wasser, welches starke Wechselwirkungen mit Tensiden unterhilt, findet
bei niedrigeren Temperaturen statt als das von schwach interagierendem. Dariiber hinaus
treten Unterschiede in der Umwandlungsenthalpie, d.h. der integrierten Fliche des
Umwandlungspeaks, auf [232].

Analog PODLOGAR et al. [106, 232] wurden Kiihl- und Heizkurven der pseudoterniren
Systeme entlang Linie A im Phasendreieck (Abbildung 43c, Tabelle 18) sowie von reinem
BIP, Wasser und von Tensidmischungen aufgenommen. Da die Heizkurven keine zusitz-
lichen Informationen boten, sind in Abbildung 45 nur die Kiihlkurven dargestellt.

Die Thermogramme aller untersuchten pseudoterniren Systeme zeigten einen exothermen
Peak. Dieser verschob sich mit zunehmendem Wassergehalt bis zu einem Anteil von 77 %
(m/m) zu hoheren Temperaturen, die Peakfldchen nahmen linear zu (nicht dargestellt). Aus

den Anderungen, die dem Verhalten reinen Wassers (Kristallisationspeak bei ca. -21 °C)
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zustreben, kann geschlussfolgert werden, dass das exotherme Geschehen dem Erstarren
unterkiihlten Wassers entspricht [106, 233].
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Abbildung 45: DSC-Kiihlkurven von isotropen Systemen entlang Linie A (vgl. Abbildung 43c, Tabelle 18) sowie
von reinem BIP, Wasser, Gluadin® WK:Poloxamer:PeG (Reorr=1,545:1:1,875), Gluadin® WK:Poloxamer
(Reon=1,545:1) und Gluadin® WK.

Entlang Linie A geht mit der zunehmenden Wasserfraktion eine Abnahme der Tensidmenge
einher. Damit verringert sich der Anteil stirker gebundener, die polaren Kopfgruppen der
Tenside hydratisierender Wassermolekiile — eine Ursache fiir die Peakverschiebung. Auch
die Lage der exothermen Umwandlung in den Proben der Gluadin® WK/Poloxamer-
Mischung sowie des reinen Gluadin® WK kann damit erklart werden. Jene befindet sich im
Thermogramm des reinen Proteintensids aufgrund geringerer Interaktionen mit Wasser
zwischen der der Gluadin® WK/Poloxamer-Mischung und des Wassers. Dariiber hinaus
spielt das Vorhandensein von PeG eine Rolle. Mit Wasser mischbare Polyole fungieren als
Gefrierschutz [234-236]. Sehr deutlich ist dies im Thermogramm der kompletten Tensid-
mischung zu erkennen. Trotz eines Wassergehaltes von ca. 44 % trat hier kein
Erstarrungsereignis auf. Innerhalb der Systeme entlang Linie A nahm der cryoprotektive
Effekt auf die Phasenumwandlung mit zunehmender Wasserkonzentration ab. Bei einem
Anteil von iiber 80 % (m/m) dominierte schlieBlich das freie Wasser, so dass die
Kristallisationstemperaturen der der Referenz vergleichbar waren.

PODLOGAR et al. interpretierten Wasserpeaks, die sich von dem des reinen Wassers unter-

schieden, aber immer noch eine scharfe Form zeigten, als wenig interagierendes Wasser.
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Andererseits wurden kleine Peaks, die bei niedrigen Temperaturen (unterhalb -30 °C)
auftraten, als internes Wasser bzw. als solches, das stark mit Tensiden wechselwirkt,
bezeichnet [106, 232]. Letzteres konnte auf die untersuchten Systeme mit weniger als 47,5 %
Wasser zutreffen, da deren Umwandlungspeaks keine scharfe Form aufwiesen. Es deuten
sich hier beginnende strukturelle Verdnderungen in Richtung bikontinuierlicher Mikro-
emulsionen an. Ahnliche Tendenzen gingen aus den Leitfihigkeitsuntersuchungen hervor.
Um endgiiltige Aussagen zu treffen, ist jedoch der Einsatz zusitzlicher nicht-invasiver
Techniken wie der pulsed field gradient spin-echo nuclear magnetic resonance spectroscopy
(PGSE-NMR), mit der sich Eigendiffusionskoeffizienten bestimmen lassen, erforderlich [66,
237]. Im Wesentlichen sprechen die Ergebnisse beider Methoden fiir das Vorhandensein
wasserkontinuierlicher Strukturen.

Die reine lipophile Komponente BIP zeigte zwischen 40 und -60 °C keine Erstarrung, was
durch das eutektische Verhalten der Alkylphthalimidmischung bedingt sein kann. Die
Methode ist demnach nicht geeignet, den Zustand von BIP in den Mikroemulsionen zu
charakterisieren. Hier konnten ESR-Studien von Nutzen sein (vgl. Kapitel 3.3.5).
AbschlieBend sei darauf hingewiesen, dass DSC-Ergebnisse generell vorsichtig interpretiert
werden sollten, da es sich um eine invasive Methode handelt. Die detektierten Phasen-

tiberginge konnten auch von einer durch das Temperaturregime verdnderten Probe stammen.

4.4.3 Charakterisierung ausgewahlter Mikroemulsionen

Wasserkontinuierliche Mikroemulsionen stellen fiir ein breites Spektrum an Arzneistoffen
geeignete Formulierungen mit penetrations- bzw. permeationsfordernden Eigenschaften dar.
Sie sind anwenderfreundlicher als 6lkontinuierliche Systeme und scheinen keinen Langzeit-
effekt auf den Hydratisierungszustand der Haut auszuiiben [238]. Fiir die nachfolgende
Studie wurden eine 1,2-Pentylenglycol-haltige sowie eine propylenglycolhaltige Mikro-
emulsion ausgewihlt (PeG-ME und PrG-ME), deren Zusammensetzung in Tabelle 19 aufge-
fiihrt ist. Mit einem Anteil von weniger als 25 % Gluadin® WK und Poloxamer sollte der
dermalen Vertrdglichkeit der Vehikel Rechnung getragen werden. Aus Griinden der
Stabilitdt enthielt PrG-ME geringfiigig mehr Tensid, jedoch wird die Differenz von 1,7 %

beziiglich der Vergleichbarkeit der Systeme als vernachlédssigbar angesehen.

Tabelle 19: Zusammensetzung von PrG-ME und PeG-ME (% m/m).

PrG-ME PeG-ME
Gluadin® WK o 13,39 12,36
Poloxamer 401 8,67 8,00
BIP 7,50 7,50
Glycol 15,00 (PrG) 15,00 (PeG)
Wasser 55,44 57,14
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Im Vorfeld der Penetrationsuntersuchungen fand eine physikochemische Charakterisierung
beider Mikroemulsionen statt (vgl. Kapitel 3.3). Dabei bestdtigten polarisationsmikros-
kopische Betrachtungen die optische Isotropie, es trat keine Doppellichtbrechung auf.

Das temperaturabhangige Verhalten von Formulierungen bestimmt deren Gebrauchs-
eigenschaften. Deshalb wurden die Systeme stufenweise erwidrmt sowie im Kiihlschrank
aufbewahrt. PrG-ME verdnderte zwischen 40 und 50 °C ihre zuvor klare, transparente
Erscheinung von opaleszent nach triib. Bei 60 °C kam es zur Phasentrennung. Diese trat bei
PeG-ME ebenfalls bei dieser Temperatur auf, die vorangehende Opaleszenz wurde jedoch
erst bei 50 °C beobachtet. Alle Verdnderungen waren reversibel und das initial klare
Erscheinungsbild stellte sich sehr schnell nach Abkiihlung und Schiitteln wieder ein. Die
Lagerung bei 6 °C fiihrte zu keinerlei sichtbaren Verdnderungen. Die Ergebnisse belegen die
Stabilitdt beider Mikroemulsionen unter diversen Herstellungs- und Lagerungsbedingungen
einschlieBlich der dermalen Applikation, sofern es sich dort um Temperatureffekte handelt.
Die etwas geringere Temperaturempfindlichkeit der PeG-ME ist auf deren zentralere Lage
im isotropen Phasengebiet im Vergleich zur PrG-ME zuriickzufiihren.

Die dynamische Viskositat der Mikroemulsionen wurde mit steigenden Scherraten sowohl
bei 25 °C als auch bei 32 °C, der Temperatur der Haut, bestimmt. Die Rheogramme sind in
Abbildung 46 dargestellt. Beide Systeme zeigten NEWTONsches FlieBverhalten, Schub-
spannung und Scherrate verliefen proportional. Dies ist typisch fiir tropfenartige Mikro-
emulsionen [44, 105]. Wie zu erwarten, nahm die Viskositit mit steigender Temperatur ab
(Tabelle 20). Die Unterschiede betrugen 2-4 mPa-s. PeG-ME zeigte jeweils hohere Werte als
PrG-ME, was bei der sonst vergleichbaren Zusammensetzung vor allem in den Viskositéts-
unterschieden zwischen PeG (68-78 mPa's [239]) und PrG (55-60 mPa-s [240]) begriindet
liegt.
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Abbildung 46: Rheogramme von PeG-ME und PrG-ME bei 25 °C und 32 °C.

Die in Tabelle 20 aufgefiihrte elektrische Leitféhigkeit lag fiir beide Mikroemulsionen auf
dhnlichem Niveau. Der etwas hohere Wert von PrG-ME liegt an dessen leicht erhohtem

Anteil an anionischem Proteintensid. Da die Ergebnisse in ihrer GroBenordnung den aus-
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fithrlich charakterisierten Systemen entsprachen (Kapitel 4.4.2), wurden sie als Hinweis auf
das Vorhandensein von wasserkontinuierlichen Mikroemulsionen gewertet.

Der pH-Wert von ca. 8, der fiir PrG-ME und PeG-ME ermittelt wurde, riihrt im Wesent-
lichen vom alkalischen Proteintensid her.

Tabelle 20: Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung von PrG-ME und PeG-ME.

Dynamische Viskositdt/ Elektrische Leit- pH Wert abgeschitzter Durchmesser

(mPa-s) fahigkeit / der sphérischen Aggregate /
25°C  32°C (mS-cm™) (nm)

PrG-ME 11,9 9,7 11,52 8,2 12-16

PeG-ME 19,7 16,1 11,23 8,0 12-16

Analog Kapitel 3.3 wurden die Formulierungen mittels FF-TEM untersucht. Beide Mikro-
emulsionen zeigten eine homogene Mikrostruktur mit Vertiefungen und Erhebungen, die das
Vorhandensein sphérischer Aggregate nahe legen (Abbildung 47). Der Durchmesser der
globulédren Strukturen kann mit 12-16 nm abgeschétzt werden. Im Vergleich zu PeG-ME war
das Erscheinungsbild von PrG-ME etwas rauer, die vorhandenen Strukturen erschienen
gehiufter. Eine Atzung der Oberfliche, um die Konturen stiéirker hervortreten zu lassen, war

— vermutlich aufgrund der hohen Konzentration an nicht-wéssrigen Inhaltsstoffen sowie der

hohen Dispersitit der lipophilen Komponente — nicht mdglich.

Abbildung 47: Elektronenmikroskopische Aufnahme von PeG-ME (links) und PrG-ME (rechts) nach
Gefrierbruch, Balken entspricht 26 nm.

Aus der Summe der Charakterisierungsverfahren geht hervor, dass es sich bei den
entwickelten Formulierungen um optisch isotrope, thermodynamisch stabile, niedrigviskose
Systeme von idealviskosem Flieverhalten handelt. Aus den Untersuchungen zur Leit-
fahigkeit sowie den Thermogrammen ist eine Wasserkontinuitdt abzuleiten. Die elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen zeigten dariiber hinaus eine Kompartimentierung in Form

dispers verteilter sphirischer Aggregate, die lipidreichen, mizellaren Strukturen zugeordnet
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werden konnen. Die Formulierungen konnen demnach als wasserkontinuierliche

Mikroemulsionen klassifiziert werden.

444 HET-CAM

Das international anerkannte HET-CAM Modell (hen’s egg test - chorioallantoic membrane)
kann Hinweise auf ein toxisches Potenzial von Substanzen bzw. auf Irritationen infolge
deren opthalmologischer, aber auch dermaler Applikation geben [241]. Bei der CAM handelt
es sich um die stark vaskularisierte Membran befruchteter, inkubierter Hiihnereier. Sie
reagiert auf den Kontakt mit irritierenden Stoffen mit Verdnderungen an Gefdf3system und
Durchblutung wie Hyperdmie, Hamorrhagie oder Koagulation. WOHLRAB fand eine
Korrelation zwischen den genannten halbquantitativen Parametern und der vaskuldren
Perfusion, die mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie erfasst werden kann [242]. Diese Methode
wurde bereits zur In-vivo-Testung der dermalen Vertréglichkeit von Mikroemulsionen an
Probanden angewandt [65]. Im Fall von Irritationserscheinungen im HET-CAM Modell
steigen Perfusion und damit der Laser-Doppler-Flux (LDF). Vasokonstriktion als ein
pharmakologischer Effekt hat &hnlichen Einfluss auf den LDF. Vasodilatation bzw. der Tod
des Embryos resultieren in einem erniedrigten bzw. erloschenen Flux. Von ethischer Seite
her bestehen bei einer bis zu zehntdgigen Inkubation nach Befruchtung der Eier keine
Einwénde, da die CAM in diesem frithen Entwicklungsstadium ohne Nervenfasern und das
System damit schmerzfrei ist [243].

Gluadin® WK, eine Mischung aus PeG und Wasser (PeG/W) sowie PrG-ME und PeG-ME
wurden auf potentielle irritierende Effekte hin mittels HET-CAM untersucht.

Eine visuelle Betrachtung der CAM nach einer Expositionszeit von 5 min erbrachte fiir
Gluadin® WK sowie PrG-ME ein etwas deutlicher hervortretendes Gefifnetz. Auffilliger
war die auftretende Hyperdmie bei der Applikation der PeG-haltigen Systeme (PeG/W und
PeG-ME). Vereinzelt deuteten sich hier himorrhagische Verdnderungen an.

Die LDF-Indizes sind in Abbildung 48 in Abhingigkeit von der Applikationszeit dargestellt.
Der vor Auftragung der Substanzen ermittelte Referenzwert ist bei t = 0 min eingetragen.

I Gluadin WK (n=9)

[_1PeG/ Wasser (n=10)

1,64 ] PeG-ME (n=20)
1 4. HE PrG-ME (n=11)

1,24
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

1.8+

LDF-Index

0 2,1 42 6,3 8,4 10,5

mittlere Messzeit / (min)

Abbildung 48: Laser-Doppler-Flux (LDF-Index) nach Applikation von PrG-ME, PeG-ME sowie den
Referenzen Gluadin®™ WK und PeG/W auf die CAM (MW + SD).
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Der LDF-Index als MalBl fiir die Durchblutung der CAM unterscheidet sich bei allen
getesteten Préparationen zu keiner Messzeit signifikant von der unbehandelten Kontrolle, so
dass sich insgesamt betrachtet kein Anhalt fiir ein relevantes irritatives Potenzial ergab. Es
trat auch keine hohere Embryonensterblichkeit auf.

Fiir Gluadin® WK mit 3 % aktivem Tensid wurde nach HET-CAM bereits eine Einstufung in
die Kategorie mit dem geringsten Irritationspotenzial vorgenommen [221]. Ein &hnliches
Verhalten zeigte sich nun auch fiir die zehnfach héhere Konzentration.

KAHLWEIT et al. beschrieben die Bildung nicht-toxischer Mikroemulsionen unter der
Verwendung von Alkandiolen [223, 224]. Im Gegensatz dazu ergaben HET-CAM-Unter-
suchungen von ALANY et al., dass 1,2-Alkandiole mit Kettenlingen zwischen Cs und Cg
unverdiinnt aufgetragen starke Reizungen verursachen [62]. Dies kann die erfassten
Verianderungen am vaskuldren System bei Applikation von PeG/W und PeG-ME erkliren,
wobei das Ausmal} der Irritationen offensichtlich konzentrationsabhéngig ist. In Analogie
wird in der Literatur von einer Mikroemulsion auf Sucroseester-Basis berichtet, die 30 %
PrG enthielt und im HET-CAM fiir nicht irritierend befunden wurde [244], obwohl reines
PrG als leicht irritierend gilt [62].

Als nichster Schritt zur Abklarung der physiologischen Vertriglichkeit, insbesondere bei
Langzeitexposition, sollte die Auftragung auf gesunde Haut von Probanden im Rahmen

eines klinischen Versuches erfolgen.

4.4.5 Ex-vivo-Untersuchungen zur Penetration
Der Einfluss von PrG-ME und PeG-ME auf die Penetration von DHAvD wurde mit Hilfe

von FRANZz-Diffusionszellen getestet. Von Interesse waren das Verhéltnis von dermaler zu
transdermaler Verfiigbarkeit, welches durch die kolloidalen Vehikel zu erreichen ist, sowie
die (unterschiedliche) Potenz der beiden Glycole.

Zunichst wurde die maximale Aufnahmekapazitit der Mikroemulsionen fir DHAvVD
bestimmt (siche Tabelle 21). Der hohere Wert der PeG-ME kann der besseren Solubili-
sierungskapazitit von PeG verglichen mit PrG zugeschrieben werden (vgl. Tabelle 14). Bei
Uberschreiten der Sittigungsldslichkeit kam es bei beiden Systemen neben dem Auftreten
von Bodensatz zu einer Phasentrennung. Dies lédsst eine gewisse Grenzflachenaktivitit von
DHAvVD vermuten.

Tabelle 21: Léslichkeit von DHAvD in PrG-ME und PeG-ME (MW + SD, n=3).

Mikroemulsion ¢,/ (mg'mL™")
PrG-ME 304+1,1
PeG-ME 36,8 +1,2

Um die Penetration aus den kolloidalen Vehikeln spiter mit denen der halbfesten
Zubereitungen vergleichen zu konnen, wurde die Aufnahmekapazitit der Systeme nicht
ausgeschopft. Die Konzentration von DHAvVD betrug 0,2 % (m/m). Nach der 30 bzw.
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300-miniitigen Inkubation erfolgte die Quantifizierung des Modellarzneistoffes in den Haut-

schichten sowie im Akzeptor. Die Ergebnisse sind in Abbildung 49 dargestellt.

20 (a) Stratum corneum I PrG-ME 204 (b) lebende Epidermis
18- I PeG-ME

DHAvVD / (% der applizierten Dosis)

DHAVD / (% der applizierten Dosis)

44 44
2 24
0- 0-

30 300 0 . )
Zeit / (min) Zeit / (min)

209 (c) Dermis 559 (d) Akzeptor

DHAvVD / (% der applizierten Dosis)
DHAVD / (% der applizierten Dosis)

30 300
Zeit / (min) Zeit / (min)

Abbildung 49: Vergleich der Penetration von DHAvD in exzidierte Humanhaut (a) Stratum corneum, (b)
lebende Epidermis und (c) Dermis sowie der Permeation in den Akzeptor (d) zu verschiedenen Zeiten nach
Applikation von PrG-ME und PeG-ME (MW + SD, n = 3).

Die Applikation der Mikroemulsionen fiihrte zu einer vergleichbaren Verteilung von
DHAVD, vor allem innerhalb der Hautschichten. Die Anteile in Stratum corneum und leben-
der Epidermis waren mit ca. 1 % der applizierten Dosis im Kurzzeitversuch sehr gering und
nahmen bei 300-miniitiger Inkubation auf etwa das Vierfache zu. In der Dermis konnten von
Beginn an hohere Werte detektiert werden. Im Untersuchungszeitraum lief3 sich bei Behand-
lung mit PrG-ME ein Zuwachs von ca. 6 % auf 11 % und mit PeG-ME sogar von 4,7 % auf
14,6 % verzeichnen. Besonders auffallend war die hohe Permeation, bei der sich grof3ere,
wenngleich nicht signifikante Unterschiede zwischen beiden Formulierungen offenbarten.
Im Fall der PrG-ME erreichten nach 30 min ca. 24 % der Dosis den Akzeptor, bei PeG-ME
waren es ca. 11 %. Die Werte verdoppelten (PrG-ME) bzw. verdreifachten (PeG-ME) sich
bei der ldngeren Versuchszeit und sprechen fiir eine transdermale Verfiigbarkeit von
DHAvVD.

Wihrend die Art des als Cotensid und Cosolvens verwendeten Glycols kaum Einfluss auf
die Penetration von DHAVD ausiibt, sind deutliche Tendenzen zugunsten von PrG beziiglich
einer Permeationsverbesserung zu verzeichnen. Da dem transdermalen Stofftransport von

Mikroemulsionen komplexe Interaktionen thermodynamischer und struktureller Gegeben-
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heiten zugrunde liegen, konnen fiir die aufgetretenen Beobachtungen mehrere Ursachen
diskutiert werden. Die Art des Glycols beeinflusst die Lage der Mikroemulsion im isotropen
Phasengebiet (Abbildung 43). So befindet sich PeG-ME inmitten dieses Bereiches, wihrend
PrG-ME niher an der Phasengrenze lokalisiert ist. Letztere hat damit nahezu die maximale
Aufnahmekapazitit fiir lipophile Komponenten erreicht, mit der moglicherweise auch eine
hohe thermodynamische Aktivitit einhergeht. Darliber hinaus konnen Verteilungsprozesse
innerhalb der Formulierung sowie zwischen dieser und der Haut, die relative
thermodynamische Aktivitit und Mobilitdit von DHAvD innerhalb der Mikrokompartimente
sowie Diffusionsvorgidnge anderer Inhaltsstoffe eine Rolle spielen (vgl. Kapitel 3.4.2). Um
weitere Einblicke zu gewinnen, wurden die Konzentrationen der beiden lipophilen
Komponenten der Mikroemulsionen, Isopropylphthalimid (IP) und Butylphthalimid (BP),
ermittelt. Abbildung 50 verdeutlicht, dass sich diese Stoffe ahnlich dem DHAvD verhielten —
geringe und nahezu identische Anteile der Dosis in Stratum corneum und Epidermis sowie
ein Mehrfaches davon in der Dermis, auBlerdem die vehikelabhingige Abstufung der
permeierten Menge zugunsten der PrG-ME. Analog den Ergebnissen der ME-BIP (Kapitel
3.5.2, Abbildung 29) gelangte, relativ betrachtet, weniger BP als IP in den Akzeptor. Dies
verdeutlicht den Einfluss der physikochemischen Eigenschaften auf die Permeation. Bis auf
IP aus PrG-ME befanden sich die permeierten Anteile beider Stoffe nach 30 min nicht {iber

dem Niveau der Dermis.
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Abbildung 50: Penetration und Permeation von IP (a) und BP (b) aus PrG-ME und PeG-ME in exzidierte
Humanhaut nach einer Applikationszeit von 30 min (MW £+ SD, n = 3).

Um das Penetrationsverhalten aller drei Stoffe vergleichen zu koénnen, wurde das Resultat
von PrG-ME zur Versuchsdauer von 300 min ausgewéihlt und in Abbildung 51 dargestellt.
Es ist reprasentativ fiir beide Vehikel und Inkubationszeiten und zeigt, dass es innerhalb der
Hautschichten keine gravierenden Unterschiede in den penetrierten Anteilen gab. Jedoch
weist die Permeation eine deutliche Graduierung auf. Sie korreliert mit den Verteilungs-
koeffizienten (logD) der Stoffe bei pH 7,4, die fir DHAvVD -0,24 (vgl. Kapitel 4.2.2), fiir [P
~ 2,4 und fiir BP ~ 3,2 (berechnet nach [102]) betragen. Ein inverser Zusammenhang besteht

zu den applizierten Dosen der Substanzen. Die Mikroemulsionen enthielten 0,2 % DHAvVD,
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1,83 % IP und 5,67 % BP, wobei wie oben erwidhnt die Menge an DHAvVD deutlich weiter
von der Aufnahmekapazitit der Vehikel entfernt war (Tabelle 21) als die der beiden anderen
Stoffe (Abbildung 43). Eine eintretende Sattigung des Akzeptors als Ursache fiir einen
kiinstlichen Stopp der Permeation konnte ausgeschlossen werden, da fiir alle Substanzen

Sink-Bedingungen herrschten.
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Abbildung 51: Penetration und Permeation von DHAvD, IP und BP aus PrG-ME in exzidierte Humanhaut
nach einer Applikationszeit von 300 min (MW +SD, n =3, " p < 0,05, p < 0,01).

4.4.6 Zusammenfassung: Mikroemulsionen

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse belegen die erfolgreiche Entwicklung
moderner, hautvertraglicher, wasserkontinuierlicher Mikroemulsionen auf der Basis eines
Weizenproteinhydrolysat-Fettsdurekondensates. Der Zusatz von 1,2-Alkandiolen als
Cotenside und Cosolvenzien beeinflusst Lage und Grenzen des isotropen Phasengebietes, die
Solubilisierungskapazitit der Systeme fiir Arzneistoffe sowie das Penetrationsvermdgen.

Dabei ist den beiden getesteten Mikroemulsionen PrG-ME und PeG-ME eine gegeniiber der
Penetration deutlich erhohte Permeation des Modellwirkstoffes DHAvVD und mit ihr der
Hinweis auf transdermale Verfiigbarkeit gemein. Die Art der Glycole beeinflusste die
DHAvD-Menge in den Hautschichten nicht, jedoch fiihrte die Applikation der PrG-ME zu
jeder Versuchszeit zu hoheren Akzeptorkonzentrationen als die der PeG-ME. Ein dem
Modellarzneistoft vergleichbarer Effekt der Vehikel war auf deren lipophile Komponenten,

IP und BP, zu verzeichnen.

4.5 Vergleich der Penetration aus halbfesten
Formulierungen und Mikroemulsionen

Zum abschlieBenden Vergleich sind die Ergebnisse der halbfesten Formulierungen WHS und
BuG/PeG-WHS sowie die der ebenfalls 1,2-Pentylenglycol enthaltenden Mikroemulsion
PeG-ME in Abbildung 52 dargestellt. Vitale Epidermis und Dermis sind dabei als lebende

Hautschichten zusammengefasst.
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Abbildung 52: Vergleich der Penetration von DHAvD in Stratum corneum (a) und lebende Hautschichten (b)
sowie der Permeation in den Akzeptor (c) nach Applikation von WHS, BuG/PeG-WHS und PeG-ME
(MW+SD,n=3"p<0,05bzw.” p<00I).

Durch die Auswahl des Vehikels und den Glycolzusatz konnen sowohl das Ausmal} der
Penetration und Permeation des Modellwirkstoffes als auch dessen Verteilung innerhalb der
Kompartimente beeinflusst werden. Die klassische O/W-Creme WHS schneidet insgesamt
am schlechtesten ab. Durch BuG/PeG-WHS wurde eine Anreicherung sowohl im Stratum
corneum als auch in den lebenden Hautschichten erreicht, wobei sich vom Kurzzeitversuch
hin zur 300 min-Applikation nochmals eine Verdopplung der penetrierten Anteile feststellen
lieB. Das Depot in der Hornschicht fiihrt dazu, dass auch zu spiteren Zeitpunkten DHAvVD in
tiefere Hautschichten nachgeliefert wird, so dass die Wirkdauer prolongiert ist. Die topische
Applikation von Arzneistoffen zielt hdufig auf eine Interaktion mit Targetstrukturen in
Epidermis und Dermis. Als kosmetischer Wirkstoff betrachtet, trifft dies auch fir DHAvD
mit dessen Eingriff in histaminvermittelte Prozesse zu. Hohe Konzentrationen in den
entsprechenden Hautschichten sind demzufolge das Ziel, welches mit BuG/PeG-WHS
erreicht werden kann.

Die permeierte Fraktion steht ebenfalls fiir die Wirkstoffdiffusion in tiefere Kompartimente
der Haut, dariiber hinaus deutet sie die Potenz des Vehikels beziiglich einer transdermalen
Aktivitit an. Wenngleich ein Riickschluss auf Konzentrationen im Blutkreislauf nicht
moglich ist, so ldsst die signifikant hohere Permeation von DHAvVD aus der Mikroemulsion
eine systemische Bioverfiigbarkeit erwarten. Bereits nach 30 min wurden im Akzeptor
vergleichsweise hohe Anteile der applizierten Dosis detektiert. Diese hatten die lebenden
Hautschichten bereits passiert, so dass bei dieser Formulierung mit einem schnellen Eintritt
der lokalen Wirkung gerechnet werden kann. Bemerkenswert ist, dass penetrierte und
permeierte Fraktionen bei der Auftragung von BuG/PeG-WHS und PeG-ME trotz ihrer

kontrdren Verteilungsmuster in der Summe sehr dhnlich waren.
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4.6 Zusammenfassung

Mit der topischen Applikation von Arzneistoffen werden, abhingig vom Krankheitsbild,
unterschiedliche Wirkorte innerhalb der Haut bzw. der Ubergang in die systemische
Zirkulation angestrebt. Durch die Auswahl geeigneter Vehikelsysteme kann darauf gezielt
Einfluss genommen werden.

Fiir den Modellwirkstoff DHAvD wiesen bereits In-vitro-Freisetzungsexperimente auf die
Enhancerwirkung des Zusatzes geringer Mengen 1,2-Alkandiole zu konventionellen halb-
festen Zubereitungen hin. Diese war umso stirker ausgeprégt, je lipophiler das Glycol war.
Penetrationsstudien an Humanhaut bestitigten die Beobachtungen. Die um 4 % mit der
Glycolmischung BuG/PeG angereicherte O/W-Creme (BuG/PeG-WHS) zeigte gegeniiber
der unmodifizierten Creme signifikant hohere DHAvD-Anteile in allen Hautschichten. Aus
dem sich ausbildenden Depot im Stratum corneum kann fiir lingere Zeit Wirkstoff
nachgeliefert und damit der Erhalt hoher (epi-)dermaler Konzentrationen gesichert werden.
Eine noch dariiber hinaus gehende Verbesserung der Penetration bereits nach 30-miniitiger
Einwirkdauer liel sich durch das moderne Hydrodispersionsgel erzielen. Die Ergebnisse
machen die halbfesten, glycolhaltigen Formulierungen fiir die Anwendung in der lokalen
Therapie von Dermatosen interessant. Eine systemische Verfiigbarkeit 1dsst sich mit ihnen
wahrscheinlich nicht erreichen. Darauf weisen die vernachldssigbar geringen
Permeationsraten hin.

Kolloidale Vehikel wurden als innovativer Ansatz hinsichtlich eines transdermalen
Wirkstofftransportes ausgewihlt. Es gelang die Entwicklung hautvertrdglicher, wasser-
kontinuierlicher Mikroemulsionen auf der Basis eines Weizenproteinhydrolysat-Fettsdure-
kondensates. Aufgrund der zuvor gewonnenen Erkenntnisse wurden den Systemen 1,2-
Alkandiole als Cotenside zugegeben. Sie flihrten zu einer Stabilisierung und der Ausbildung
isotroper Phasengebiete, deren Grofle mit steigender Kettenldnge der Glycole zunahm.
Auflerdem {iben sie eine Cosolvensfunktion aus. Mit zwei ausfiihrlich charakterisierten
Mikroemulsionen wurden Penetrationsstudien durchgefiihrt, bei denen insbesondere die
hohen Permeationsraten auffielen. Sie lassen auf die Eignung der kolloidalen Systeme fiir
die transdermale Applikation von Wirkstoffen schlieBen. Wahrend die Art der Glycole die
Menge des Modellarzneistoffes in den Hautschichten nicht beeinflusste, zeigte sich die
PrG-ME zu beiden Versuchszeiten der PeG-ME hinsichtlich der permeierten Anteile
iiberlegen. Ein dem DHAvVD vergleichbarer Vehikeleffekt war auf die lipophilen
Komponenten IP und BP zu verzeichnen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, dass Arzneistoffe, die mit Hilfe der
Mikroemulsionen appliziert werden, eine schnell eintretende und kurz andauernde lokale
Wirkung sowie einen systemischen Effekt entfalten konnen. Bei Verwendung der glycol-
haltigen halbfesten Formulierungen BuG/PeG-WHS und HDG ist ein leicht verzogerter

Wirkungseintritt bei verldngerter Wirkdauer zu erwarten.
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Diese vielversprechenden Erkenntnisse aus den Ex-vivo-Versuchen liefern die Basis fiir eine
klinische Pilotstudie, die abkldren kann, ob das erkannte Potenzial auch auf die In-vivo-

Situation iibertragbar ist.
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ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Die Ziele dieser Arbeit bestanden darin, zum einen detaillierte Informationen zur trans-
epidermalen und transfollikuldren Penetration einer Mikroemulsion zu gewinnen und zum
anderen Moglichkeiten aufzuzeigen, die Anreicherung eines Modellarzneistoffes in
bestimmten Hautschichten bzw. die Permeation in die systemische Zirkulation {iber

galenische MaBnahmen gezielt zu beeinflussen.

Struktur- und Penetrationsuntersuchungen an einer Mikroemulsion

Durch Kombination verschiedener Methoden, wie Polarisationsmikroskopie, Rheologie,
elektrische Leitfdhigkeit, Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie, Dynamische Lichtstreuung
und Elektronenspinresonanz-Spektroskopie, konnte die entwickelte ME-BIP umfassend
physikochemisch charakterisiert werden. Es handelt sich um ein optisch isotropes, niedrig-
viskoses, strukturiertes und wasserkontinuierliches Mikroemulsionssystem mit einer
lipophilen, kolloidalen ,,Pseudophase® im GroBenbereich von 15-20 nm. Das enthaltene
Propylenglycol beteiligt sich als Cotensid sowie iiber Bulkeffekte wesentlich am mikro-
strukturellen Aufbau. Wasser ist neben der Hydratisierung der Tensidkopfgruppen auch frei
vorliegend. Die Ergebnisse lassen sich insgesamt unter dem Konzept der geschwollenen
Mizellen zusammenfassen.

Bei Untersuchungen an einer FTIR-ATR-Diffusionszelle konnten bis auf die Tenside alle
Bestandteile (BIP als lipophile Komponente, Metronidazol als Modellwirkstoff, Propylen-
glycol und Wasser) online und nicht-invasiv wihrend ihrer Penetration in eine kiinstliche
Lipidmembran sowie {iber den transepidermalen Weg in humanes Stratum corneum
beobachtet werden. Dabei zeigten sich deutlich vehikelabhingige Einfliisse. Wéhrend die
dynamische Mikrostruktur der Mikroemulsion die Penetration der kolloidalen
»Pseudophase” (BIP) wesentlich effektiver als die reine passive Diffusion der Substanz
machte, war flir das am Grenzflichenaufbau beteiligte Propylenglycol die Penetration aus
der Mikroemulsion gegeniiber der passiven Diffusion deutlich eingeschriankt. Das kolloidale
BIP forderte auch maBgeblich die Konzentrationszunahme des Modellwirkstoffes
Metronidazol im Akzeptor. Die beiden Komponenten zeigten identische Penetrationsprofile.
Ebenso verliefen die Vorginge der beiden polaren Stoffe Propylenglycol und Wasser
vergleichbar. Mit dem Eindringen aller Mikroemulsionskomponenten in das Stratum
corneum geht eine zunehmende Verdnderung der Barriere hinsichtlich ihrer
Verteilungseigenschaften und Aufnahmekapazitdt einher. Sie wirkt sich im weiteren Verlauf
ebenfalls penetrationsfordernd aus.

Mehrfach wurde deutlich, dass die Mikroemulsion ihre urspriingliche quantitative

Zusammensetzung beim Eindringen in das Stratum corneum verliert und Mikrostrukturen
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aufbrechen. Beim Ubergang in tiefere Hautschichten gewinnen neben den mikrostrukturell
bedingten und solubilisierungsfordernden Faktoren physikochemische Parameter der
einzelnen Substanzen groBeren Einfluss.

Eine weitere In-vitro-Studie erbrachte Hinweise auf eine Beteiligung der Hautanhangsorgane
an der Penetration der Mikroemulsion. Sie bieten keinen Depoteffekt, sondern stellen eine
Art Abkiirzung in tiefere Hautschichten dar und konnen somit einen wichtigen Beitrag zu
einem schnellen Wirkungseintritt sowie zur transdermalen Absorption leisten. Das Ausmaf3
der follikuldren Route wird jedoch von der Follikeldichte am Applikationsareal bestimmt.
Dariiber hinaus bleibt in einer Probandenstudie zu kliren, inwieweit diese Route auch von
Arzneistoffen mit einem sehr hohen Verteilungskoeffizienten genutzt wird.
In-vivo-Untersuchungen bestétigten schlielich durch einen Vergleich der Mikroemulsion
mit einer halbfesten Creme die Effizienz der Penetration durch das kolloidale Vehikel.
AuBerdem konnten die Stratum-corneum-Passage iiber die interzellulire Route sowie die
Beteiligung der Follikel mit Hilfe von LSM-Aufnahmen visualisiert werden.

Insgesamt ist es gelungen, mit den erzielten Ergebnissen den Kenntnisstand zum

Penetrationsverhalten von Mikroemulsionen zu konkretisieren und zu ergédnzen.

Modulation der Liberation und Penetration von Dihydroavenanthramid D

In diesem Teil der Arbeit konnte demonstriert werden, wie einfache galenische Maflnahmen,
das heifit die Auswahl des Vehikels und der Zusatz von Enhancermolekiilen, dazu beitragen
konnen, die Anreicherung eines Wirkstoffes abhidngig vom therapeutischen Ziel zu beein-
flussen. Bereits aus den Studien zum Freisetzungsverhalten aus halbfesten Zubereitungen
gingen hohere 1,2-Alkandiole als vielversprechende Enhancer hervor. Ihr Effekt war mit
steigender Kettenlénge stirker ausgeprégt. Penetrationsstudien an Humanhaut bestitigten die
Beobachtungen. Die um 4 % mit der Glycolmischung BuG/PeG angereicherte Wasserhaltige
Hydrophile Salbe zeigte gegeniiber der unmodifizierten Creme signifikant hohere DHAvD-
Anteile in allen Hautschichten. Das sich ausbildende Depot im Stratum corneum sicherte den
Erhalt hoher (epi-)dermaler Konzentrationen fiir langere Zeit. Eine noch dariiber hinaus
gehende Verbesserung der Penetration bei Kurzzeitexposition resultierte bei Applikation
eines modernen Hydrodispersionsgels. Aus den vernachlissigbar geringen Permeationsraten
ging jedoch hervor, dass eine systemische Bioverfiigbarkeit mit diesen Vehikeln vermutlich
nicht zu erreichen ist. Insgesamt lassen die Ergebnisse die halbfesten, glycolhaltigen
Formulierungen als geeignete Arzneitrdger im Bereich der Kosmetik und der topischen
Therapie von Dermatosen erscheinen.

Um nun einen effektiven transdermalen Wirkstofftransport zu ermdglichen, wurden haut-
vertrigliche, wasserkontinuierliche Mikroemulsionen auf der Basis eines Weizenprotein-
hydrolysat-Fettsaurekondensates als Tensid entwickelt und physikochemisch charakterisiert.
Der Zusatz von 1,2-Alkandiolen als Cosolvenzien und Cotenside fiihrte dabei zu einer
Stabilisierung der Systeme und zur Ausbildung isotroper Phasengebiete, deren Grofle mit

steigender Kettenlinge der Diole zunahm. Mit zwei ausfiihrlich charakterisierten

92



ZUSAMMENFASSUNG

Mikroemulsionen wurden Penetrationsstudien an Humanhaut durchgefiihrt, bei denen die
hohen permeierten Anteile an der applizierten Dosis auf die Eignung der kolloidalen Vehikel
fiir die transdermale Applikation von Wirkstoffen schlieBen lieBen. Wihrend die Art der
Glycole die Menge des Modellarzneistoffes in den Hautschichten nicht beeinflusste, zeigte
sich die propylenglycolhaltige Mikroemulsion der 1,2-Pentylenglycol-haltigen hinsichtlich
der permeierten Anteile iiberlegen. Ein dem Wirkstoff vergleichbarer Effekt des Vehikels
war auf die lipophilen Komponenten IP und BP zu verzeichnen.

Die Anwendung der Formulierungen in der Praxis betreffend lassen die Ergebnisse
vermuten, dass die Applikation der Mikroemulsionen zu einer schnell eintretenden und kurz
andauernden lokalen Wirkung des inkorporierten Arzneistoffes fiihrt und dariiber hinaus
einen systemischen Effekt ermoglicht. Bei Verwendung der glycolhaltigen O/W-Creme bzw.
des modernen Hydrodispersionsgels ist mit einem leicht verzogerten Wirkungseintritt und
einer verldngerten Wirkdauer zu rechnen. Selbstverstindlich sollte zunédchst abgesichert
werden, dass diese viel versprechenden Ergebnisse auf In-vivo-Gegebenheiten iibertragbar

sind.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Substanzen und halbfeste

Formulierungen

1,2-Butylenglycol

1,2-Pentylenglycol (Hydrolite™5)
1,2-Propylenglycol
2’-Hydroxy-5’-methyl-laurophenoxim
Ameisensiure

Cetiol®B, Cetiol*CC

Collodium 4 % DAC

Curcumin

Dihydroavenanthramid D

Dodecan-1-ol

Ethanol

Eutanol®G16, Gluadin® WK, Isopropylmyristat
Methanol, HPLC grade

Metronidazol, mikrofein

Myritol®318

N-Butylphthalimid

Nephrophan®

Octan-1-ol

Olsiure

Paraffin, diinnfliissiges

Pelemol“BIP

Puffersubstanzen

SymCalmin® (Losung von 5 % DHAVD in einer
1:1 (m/m) Mischung von PeG und BuG)
Synperonic® PE/L 101 und 121

Tagat®02

TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl)
TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-
piperidin-1-oxyl)

Trypsin

Volpo®N20

Wasser, entionisiert

Symrise, Holzminden, D

Symrise, Holzminden, D

Caelo, Hilden, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Cognis Deutschland, Diisseldorf, D
Caelo, Hilden, D

Merck, Schuchardt, Hohenbrunn, D
Symrise, Holzminden, D

Cognis Oleochemicals, Diisseldorf, D
BfB, Wittenberg, D

Cognis Deutschland, Diisseldorf, D
J.T. Baker, Deventer, NL

Fagron, Barsbiittel, D

Cognis Deutschland, Diisseldorf, D
ABCR, Karlsruhe, D

VEB Filmfabrik, Wolfen, D
Gruessing, Filsum, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Hansen & Rosenthal, Hamburg, D
Phoenix Chemical, Somerville, NJ, USA
Merck, Darmstadt, D

Symrise, Holzminden, D

Unigema, Bromborough, GB
Frankenchemie, Wendelstein, D
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, D

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, D
Croda GmbH, Nettetal, D

Reinstwasseranlage Maxima, Fa. ELGA, Celle, D
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Tabelle 22: Verwendete halbfeste Formulierungen.

Wasserhaltige Hydrophile Salbe DAB (WHS; Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe DAB
Bombastus-Werke AG, Freital) (WWAS; Bombastus-Werke AG, Freital)
Emulgierender Cetylstearylalkohol
Typ A 9,00 %  Cetylstearylalkohol 0,25 %
Dickfliissiges Paraffin 10,50 %  Wollwachsalkohole 3,00 %
Weilles Vaselin 10,50 %  Weilles Vaselin 46,75 %
gereinigtes Wasser 70,00 %  gereinigtes Wasser 50,00 %
Basiscreme DAC; Hydrodispersionsgel (HDG;
(Synopharm, Barsbiittel) (Symrise GmbH & Co. KG, Holzminden)
Glycerolmonostearat 60 4,00 %  PEG-9-tridecylether/PEG-5-octanoat 1,00 %
Cetylalkohol 6,00 %  SymCalmin 2,00 %
Mittelkettige Triglyceride 7,50 %  Cetearyloctanoat 3,00 %
Weilles Vaselin 25,50 %  Stearinsdure 2,00 %
PEG-20-Glycerolmonostearat 7,00 %  Acrylat/Co30 Alkylacrylat Cross-
Propylenglycol 10,00 %  polymer 0,25 %
gereinigtes Wasser 40,00 %  dickfliissiges Paraffin 3,00 %
Octyldodecanol 4,00 %
Dimeticon 0,50 %
Natriumhydroxid 0,50 %
Gereinigtes Wasser 83,75 %

6.2 Physikochemische Charakterisierung der Modell-
arzneistoffe

6.2.1 Sattigungsloslichkeiten

Der zu untersuchende Arzneistoff wurde in der Regel im Uberschuss zu 1-2 mL des
jeweiligen Mediums gegeben und 24 h mit Hilfe eines Magnetriihrers bei Raumtemperatur
geriihrt. Durch Zentrifugation (MLW T 52.1, Zentrifugenbau Engelsdorf, D) bzw. Filtration
(0,45 um Membranfilter) gewonnene klare, gesdttigte Losungen wurden in geeigneter Weise
verdiinnt und der entsprechenden Analytik zugefiihrt (sieche Kapitel 6.9.1). Aus jedem der
drei Parallelansdtze wurden zwei Verdiinnungen hergestellt.

Im Fall der Sattigungsloslichkeiten von Metronidazol erfolgten die Bestimmungen aufgrund
einer fehlenden chromatographischen Methode wie folgt: geringe, genau abgewogene
Mengen an Substanz wurden zu einer definierten Masse des entsprechenden Mediums
gegeben. Nach jeder Zugabe wurde bis zu 24 h geriihrt. Die Substanzmenge, bei der visuell
gerade noch kein Bodensatz zu erkennen war, wurde als Sattigungsgrenze gewertet
(n=2-6). Da ein Uberschuss von DHAvVD zu PrG-ME und PeG-ME zu Phasentrennung

fiihrte, mussten die Loslichkeiten ebenfalls auf diesem Weg ermittelt werden (n = 3).
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6.2.2 Verteilungskoeffizienten

Gleiche Volumina einer Stammlosung von DHAvVD in Puffer-gesittigtem Octanol (aufgrund
der zum Teil sehr geringen Loslichkeit in Puffer) und Octanol-gesittigtem Puffer wurden
zusammengefiigt und 24 h bei Raumtemperatur geschiittelt (n = 3). Zur Anwendung kamen
Citronensdure-Phosphat-Puffer mit pH-Werten von 3,1, 5,5, 6,1 und 7,4. Nach Auftrennung
in die Phasen, die unter Zentrifugation stattfand (MLW T 52.1, Zentrifugenbau Engelsdorf,
D), erfolgte die Quantifizierung von DHAvD mittels HPLC in beiden Phasen. Die

Verteilungskoeffizienten log D wurden nach folgender Gleichung berechnet:

log D =log,,( Cou ), Gleichung 2
c

w

wobei ¢« = Konzentration in der Octanolphase und c,, = Konzentration in der Pufferphase
bedeutet. Aus dem Vergleich der eingewogenen Menge an DHAvVD mit der Summe der in
beiden Phasen jedes Ansatzes detektierten Substanzmengen konnte eine Wiederfindung von
100,25 % + 1,43 % ermittelt werden.

6.3 Physikochemische Charakterisierung der
Mikroemulsionen

6.3.1 Phasendreieck

Zur Identifizierung isotroper Gebiete im Phasendiagramm wurden pseudoternire Systeme
durch Schiitteln entsprechender Massenverhéltnisse der Komponenten in Reagenzgldsern
hergestellt. Fiir eine grobe Orientierung diente die Variation der Verhiltnisse in 10 %-
Inkrementen. Innerhalb der relevanten Gebiete wurden Verdnderungen in 5 %- bzw. 2,5 %-
Schritten vorgenommen. Nach 48-stiindiger Equilibrierung erfolgte eine visuelle und
polarisationsmikroskopische Inspektion (siche 6.3.2). Nur eindeutig klare, einphasige und
optisch isotrope Systeme wurden dem entsprechenden Phasengebiet zugeordnet. Eventuell

auftretende anisotrope Phasen wurden nicht nidher charakterisiert.

6.3.2 Polarisationsmikroskopie

Fiir die polarisationsmikroskopischen Untersuchungen stand das Zeiss Axiolab Pol (Carl
Zeiss Microlmaging, Jena, D) zur Verfiigung. Die Betrachtung der Proben, die zwischen

zweil Deckgldschen aufgebracht waren, erfolgte bei Raumtemperatur.

6.3.3 Elektrische Leitfahigkeit

Die elektrische Leitfihigkeit der Gluadin® WK-haltigen Mikroemulsionen wurde mit Hilfe
des ProfiLab Konduktometers LF 597 ermittelt, welches mit einer Standard-Leitfahigkeits-
messzelle TetraCon®™ 325 (Zellkonstante 0,475 cm™ + 1,5 %) ausgestattet war (WTW, Weil-

heim i. OB, D). Die Werte wurden bei 22,4 °C abgelesen, nachdem sie ca. 2 min konstant
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blieben. Im Fall der ME-BIP fanden die Messungen am Gerit CyberScan CON 11 (Eutech
Instruments, Singapur, SGP; Zellkonstante 1,0) bei 22 °C statt.

6.3.4 Differential Scanning Calorimetry
DSC-Messungen wurden am DSC 200 (Netzsch-Geritebau, Selb, D) durchgefiihrt. Genau

gewogene Proben (ca. 15 mg) befanden sich in hermetisch abgeschlossenen 40 plL-Alu-
miniumtiegeln, um die Verdunstung von Wasser zu verhindern. Die Aufnahme der Thermo-
gramme erfolgte bei Kiihlung von 40 °C auf -60 °C mit einer Rate von 10 K'min™,
Equilibrierung bei -60 °C fiir 5 min, und anschlieBendem Aufheizen auf 150 °C um
10 K'min". Als Referenz diente ein leerer Aluminiumtiegel gleicher Bauart. Stickstoff

fungierte als Spiilgas (10 mL-min™).

6.3.5 Dynamische Viskositat

Die Ermittlung der dynamischen Viskositit der Mikroemulsionen erfolgte nach dem
Couette-Prinzip mit einem Rotationsviskosimeter (Fluids Spectrometer RFS II, Rheometrics
Scientific, Bensheim, D). Zur Auswertung der unter steigenden Scherraten aufgezeichneten
Daten kam die Software RHIOS, Version 4.2 zum Einsatz.

6.3.6 pH-Wert
Die pH-Werte der Formulierungen wurden am pH Meter Typ 1120 (Mettler-Toledo,

Giessen, D) erfasst.

6.3.7 Dichte

Die Dichte der Mikroemulsion wurde mit Hilfe eines Pyknometers bei 20°C bestimmt.

6.3.8 Gefrierbruch-Transmissionselektronenmikroskopie

Eine geringe Probenmenge, zwischen zwei Kupferpléttchen eingebracht, wurde in einem mit
fliissigem Stickstoff gekiihlten Ethan/Propan-Gemisch (1:1) schockgefroren. Am BAL-TEC
BAF 400T (Balzers, FL) erfolgte der Gefrierbruch bei -150 °C und die anschlieende Be-
dampfung mit Platin/Kohlenstoff in einem Winkel von 35° sowie die der mechanischen
Stabilisierung des 2 nm dicken Filmes dienende Beschattung mit einer 20-30 nm Kohle-
schicht. Zur Betrachtung der abgelosten und mit Chloroform/Methanol gereinigten Replika
kam das EM902A Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen, D) zum Einsatz.

6.3.9 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie
Definierte Volumina acetonischer Stammldsungen der Spinsonden TEMPO bzw. TEMPOL

wurden in Eppendorfgefdlle pipettiert. Nach Verdunstung des Losungsmittels wurde das
jeweilige Untersuchungsmedium in der Weise ergidnzt, dass die Konzentration der Spin-

sonden in den Proben 10 mol'I"' betrugen. Auf die zehnminiitige Behandlung im Ultra-
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schallbad (Bandelin Sonorex super RK 255H, Schalltec, Morfelden-Walldorf, D) folgte die
Uberfiihrung der Proben in Glaskapillaren.

Die Aufnahme der ESR-Spektren fand am X-Band-ESR-Spektrometer Miniscope MS 200
(Magnettech, Berlin, D) mit einer Mikrowellenstrahlung der Frequenz von ca. 9,5 GHz bei

Raumtemperatur unter folgenden Bedingungen statt:

Bo-field 335,5 mT
Sweep 9,89 mT
Sweeptime 30s
Number 4

Steps 4096
Modulationsfrequenz 100 kHz
Modulationsamplitude 0,1 mT

Zur Auswertung erfolgte die Simulation der ESR-Spektren mit der Software EPRSIM V4.99
(Biophysical laboratory - EPR centre, Josef Stefan Institute, Ljubljana, SLO).

6.3.10 Dynamische Lichtstreuung

Die Experimente zur Dynamischen Lichtstreuung wurden nach der in [122] beschriebenen
Methode von SHUKLA et al. durchgefiihrt und ausgewertet. Zum Einsatz kam das Kompakt-
Goniometer ALV/SP-86 (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft, Langen, D). Als Lichtquelle
fungierte ein Nd:YAG DPSS-200 Laser (Coherent, Auburn, USA) mit einer Wellenlidnge
von 532 nm und einer Leistung von 200 mW. Vor der Messung wurden die Proben durch

einen Celluloseacetat-Membranfilter der Porengrof3e 1,2 um filtriert.

6.3.11 Temperaturabhangiges Verhalten

Die Inkubation der Proben fand bei Temperaturen zwischen 30 und 70 °C, variierend in
10 K-Schritten, fiir jeweils 6 h im Wasserbad bzw. bei 6 °C im Kiihlschrank statt.
Auftretende Verdnderungen wie Triibungserscheinungen oder Phasentrennung wurden
visuell bei der eingestellten Temperatur sowie nach Schiitteln und Wiedereinstellung auf

Raumtemperatur beurteilt.

6.4 Untersuchungen am Mehrschichtmembranmodell

Das MSMM diente der Untersuchung von ME-BIPM™9! sowie der 0,1 % DHAvD-haltigen
Formulierungen (WHS, BuG/PeG-WHS, PeG-WHS, BuG-WHS, PrG-WHS, WWAS,
BuG/PeG-WWAS und HDG).

Modellaufbau
Das MSMM (mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D)

besteht aus Grund- und Deckplatte, zwischen denen mehrere Einzelzellen fiir Parallel-

bestimmungen fixiert sind. Jede dieser Zellen setzt sich aus zwei Polyacrylatscheiben
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(Durchmesser 4 cm) zusammen, wobei die obere mit ihrer 4 cm® groBen Aussparung als
Schablone zur Auftragung der Formulierung auf eine definierte Membranfliche fungiert
[132]. Zwischen Grundscheibe und Schablone wurden eine Nephrophan®-Membran und

darauf drei DCM luftblasenfrei eingesetzt.

Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen (DCM)

110 ml der Losung (siehe Tabelle 23) wurden auf die Glasplatte des Filmziehgerites
(mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D) aufgetragen und
mit Hilfe einer in definierter Spaltbreite mitlaufenden Schiene gleichmédBig verteilt. Nach
Verdunstung der Losungsmittel konnte ein ca. 30 cm x 50 cm grofer Film abgezogen
werden, aus dem mit einer Stanze einzelne Membranen ausgestochen wurden. Deren

Lagerung erfolgte in einem klimatisierten Raum zwischen Filterpapier im Exsikkator.

Tabelle 23: Rezeptur zur Herstellung der Dodecanol-Collodium-Membranen.

Komponente Einwaage / (g)
Dodecanol/Octanol 90/10 (DD) 8,0
Ether/Ethanol 85/15 (V/V) zu 100,0
Collodium (4 %ig) DAC zu 200,0

Die DCM, die einen Lipidgehalt von 67 % (m/m) aufwiesen, fanden sowohl im MSMM als

auch in der ATR-Diffusionszelle Anwendung.

Versuchsdurchftihrung

10-15 mg der entsprechenden Formulierung, genau gewogen, wurden gleichmifBig auf die
oberste Membran aufgebracht. Uber die Loslichkeit der Modellarzneistoffe HMLO und
DHAVD in DD sowie deren Konzentration in den applizierten Formulierungen konnten Sink-
Bedingungen, d.h. Akzeptorauslastungen von maximal 10 bis 15 %, gewéhrleistet werden.
Das zusammengesetzte Modell wurde bei 32 °C im Wasserbad (B6E1, Priifgerdtewerk,
Medingen, D) fiir festgelegte Zeiten inkubiert. AuBler bei Zellen, die der Bestimmung der
Wiederfindung dienten, wurden die Riickstinde der Formulierungen auf den oberen
Membranen mit Zellstoff abgenommen. Im Falle der ME-BIP, des HDG sowie der
Formulierungen auf WHS-Basis schloss sich eine 30-miniitige Extraktion der separierten
Membranen mit 2,0 ml Ethanol an (Laborschiittler GEL® 3006, Burgwedel, D). Bei WWAS-
haltigen Vehikeln ging dem eine Behandlung der mit Losungsmittel versetzten Membranen
im Ultraschallbad (15 min, 60 °C, Bandelin Sonorex super RK 255H, Schalltec, Morfelden-
Walldorf, D) voraus.

Quantifizierung

Die Quantifizierung von HMLO bzw. DHAvVD in den, wenn nétig filtrierten (0,45 pum
Membranfilter), Proben erfolgte mit Hilfe der in Kapitel 6.9.1 beschriebenen HPLC-

99



EXPERIMENTELLER TEIL

Methoden. Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurden ethanolische Standards mit einer
DCM ausgeschiittelt (Methodenparameter siche Tabelle 24).

Tabelle 24: Methodenparameter.

Linearitat / (ug-mL'l) und Bestimmtheitsmal} Prézision / (%)
HMLO 0,3-150 0,999 1,62
DHAvD 0,1-10 0,999 2,70
1P 0,37 - 73,2 0,999 4,07
BP 1,13 -226,8 0,999 1,05

Die Wiederfindungsraten im MSMM betrugen 94,43 % + 2,57 % (n=20) fiir HMLO,
101,4 % + 10,1 % (n=36) fiir DHAVD, 99,47 % + 2,87 % (n=12) fiir IP und 100,50 % =+
3,34 % (n=12) fiir BP. Als Bezugswert diente der unter den gleichen Bedingungen

bestimmte Gehalt der Substanzen in den Formulierungen.

6.5 FTIR-ATR Spektroskopie

Spektrometer und Messmodus

Die Diffusionsexperimente wurden am FTIR Spektrometer IFS 28 (Bruker optics, Ettlingen,
D) durchgefiihrt, das mit einem DTGS-Detektor, einer horizontalen ATR-Einheit (Thermo
Spectra Tech, Shelton, CT, USA) und einem Fresnel ZnSe Kristall (Einfallswinkel 45°,
Durchmesser 20 mm, Thermo-Electron, Madison, WI, USA) ausgestattet war. Die

Aufnahme der Spektren erfolgte in definierten Zeitabstdnden mit folgenden Parametern:

Anzahl Proben- und Hintergrundscans 32

Auflésung 2 cm’”

Akquisitionsmodus doppelseitig, vorwarts-riickwérts
Phasenauflésung 16

Phasen-Korrelationsmodus Mertz

Zerofilling Faktor 2

Apodisationsfunktion Blackman-Harris 3-Term

Zu Beginn jedes Experimentes (n = 3) wurde ein Hintergrundspektrum des leeren Kristalls
bzw. der Diffusionszelle aufgenommen. Um Stérungen durch Wasserdampf und CO, weit-
gehend zu verhindern, fand eine kontinuierliche Spiilung der Messkammer mit trockener,
COj-armer Luft statt. Vor der Datenanalyse durchliefen die Spektren zusdtzlich eine
atmosphirische Kompensation von CO, und Wasserdampf, deren Algorithmus die
Verwendung wasserhaltiger Proben beriicksichtigte (OPUS 5.5 Software, Bruker optics,
Ettlingen, D).

Versuchsanordnungen

In einem ersten Versuchsansatz lag eine DCM direkt und luftblasenfrei auf dem Kristall. Ca.
10 mg ME-BIPY™O! wyrden darauf appliziert. Da bei diesem Aufbau mit der Zeit der
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optische Kontakt zwischen Membran und Kristall verloren ging, erfolgten weitere
Experimente unter Nutzung der in [152, 154] detailliert beschriebenen ATR-Diffusionszelle
(Abbildung 18, mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D).
Deren Akzeptorvolumen betrug ca. 90 pL, die Diffusionsfliche besal einen Durchmesser
von 7 mm. Donatormedien (PrG-DD, BIP-DD sowie ME-BIP™*™)) wurden im Uberschuss
(ca. 500 puL) aufgetragen. Als Membran kamen DCM (Dicke ca. 24 um) sowie isoliertes
humanes Stratum corneum (SC) zum Einsatz. Letzteres entstammte der Mammareduktions-
plastik einer Spenderin (Deutsches Institut fiir Zell- und Gewebeersatz, Berlin, D). Nach
mechanischer Abtrennung von Fettgewebe direkt nach der Operation, lagerten die Haut-
stiicke bei -80 °C. Die Isolierung des SC erfolgte nach KLIGMAN [245] mit 0,01 %iger
Losung von Trypsin in 0,5 %iger NaHCOs-Losung bei 37 °C auf Filterpapier. Das abgeldste
SC wurde mit destilliertem Wasser abgespiilt, mit einer Stanze in Stiicke geeigneter Grofie
geschnitten, zwischen Filterpapierblittchen gefriergetrocknet (Alpha 2-4, Christ, Osterode,
D) und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Vor den Experimenten erfolgte die
Rehydratisierung in Wasser fiir 24-30 h bei Raumtemperatur. In voll hydratisiertem Zustand
betrug die SC-Dicke ca. 27 um. Uber das typische Spreitverhalten auf Wasser sowie eine
mikroskopische Betrachtung wurde die Unversehrtheit des SC vor und nach jedem Versuch
tiberpriift. Eine Analyse der Lipidzusammensetzung, die Aufschluss iiber komplexere
morphologische Verdnderungen geben konnte, war durch die nach Versuchsende
anhaftenden Medien (Donator bzw. Akzeptor) nicht moglich. Zur Stabilisierung des SC
beim Einbau in die Difffusionszelle war dessen Platzierung auf einem Polycarbonatfilter
(Avestin® PorengréBe 5000 nm, Dicke 11 pm, Avestin Europe, Mannheim, D) erforderlich.
Voruntersuchungen ergaben, dass diese Filter keinen Einfluss auf den Diffusionsprozess

ausiiben. Als Akzeptormedien fungierten DD bzw. DDw.

Kalibrierung

Die Kalibrierung fiir Metronidazol, BIP, PrG und Wasser erfolgte mit einer separaten Mess-
reihe durch Korrelation der IR-Banden der Stoffe mit deren Konzentrationen im Akzeptor-
medium (Multivariate Analyse, OPUS 5.5 Software, Bruker optics, Ettlingen, D). Dazu
wurden zufillig zusammengesetzte Mischungen einer oder mehrerer Substanzen mit DD
bzw. DDw (z.T. unter Zusatz von 5 % Tagat®02/Synperonic®PE/L101 (2:3)) in die
Diffusionszelle pipettiert und Spektren aufgenommen. Jede Mischung wurde mindestens
dreimal aufgetragen. Nach Langzeitexperimenten erfolgte eine Uberpriifung der Validitit.
Die Parameter der Kalibrierung einschlielich der Konzentrationsbereiche fiir jeden Stoff
sind in Tabelle 25 aufgefiihrt. Vereinzelt iiberstiegen die in den Experimenten gefundenen
Konzentrationen den mit der Kalibrierung abgedeckten Bereich. Dies wird auf die
komplexen Solubilisierungseffekte im Akzeptor zuriickgefiihrt, die bei der Herstellung der
Kalibratoren nicht komplett simuliert werden konnten. Jedoch waren dadurch bedingte

Veridnderungen in den Korrelationen nicht zu erwarten. In die Methodenerstellung gingen
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immer die Konzentrationen aller in den Kalibrierstandards enthaltenen Bestandteile ein.
Wihrend jedoch bei BIP, PrG und Metronidazol die Angabe des spektralen Bereiches der
jeweiligen Komponente allein bzw. die Angabe der IR-Banden aller Komponenten in
Parametern gleicher Giite resultierte, ergab Letztere fiir Wasser das einzig befriedigende
Ergebnis.

Die Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) wurden mittels linearer Regression
(wahre vs. gefittete Kalibrierwerte) und Blindwertspektren erstellt. Die Berechnungen
basierten auf einem Signal : Rausch-Verhiltnis von 3:1 fiir LOD und 10:1 fiir LOQ.

Tabelle 25: Parameter der Kalibrierung der FTIR-ATR Penetrationsexperimente.

Komponente Anzahl
Spektraler LOD/
[Konzentra- . r Spektren / .
] . Bereich / (cm™); Rang R? RMSECV  LOQ/
tionsbereich / Anzahl ¥
r Datenvorbehandlung (mg-mL™)
(mg'mL™)] Proben
BIP 1758-1792; 132/42 4 99,95 0,0606 0,74/
[0-90] 1. Ableitung 2,48
PrG 822-858 139/42 3 99,95 0,162 3,85/
[0-250] 12,24
Metronidazol 1525-1554; 133/42 5 98,94 0,0191 0,58/
[0-8] 1. Ableitung 1,93
Wasser 822-858 (PrG) 97/ 38 6 99,46 0,114 1,29/
[0-50] 1525-1553 (Metro) 5,06

1564-1675 (Wasser)

1762-1788 (BIP)
" Mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung (engl. Root Mean Square Error of Cross Validation)

Datenanalyse

Die Intensitdtszunahme der substanzspezifischen IR-Banden wurde quantifiziert. AuBBerdem
erfolgte eine Normierung der Daten zwischen 0 und 1, wobei jeweils die Steady-state-
Konzentrationen =1 gesetzt wurden. Die Kurven lieBen sich in der Regel als logistische
Funktion entsprechend Gleichung 3 beschreiben (R? jeweils > 0,998).

€~ 6

c=c,+—F— Gleichung 3
t
1+(—)”
50%

mit

c Anfangskonzentration (= 0), ) Endkonzentration (entspricht cg;),

t Zeit, p Exponent und

. ate
ts00 Zeit am Wendepunkt der Kurve (¢, | = 5 ).
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Im Fall von Wechselwirkungen zwischen Komponenten, die die Penetration deutlich beein-
flussten, konnte der Gesamtverlauf iiber eine Fitfunktion, die aus der Summer zweier
logistischer Funktionen hervorging, sehr gut beschrieben werden (Gleichung 4). Dabei

waren die zugrunde liegenden Einzelprozesse separat darstellbar.

y=c,+ G _tcz +c,+ % —tc4
I+ ( )? 1+ ( ) Gleichung 4
50%(1) 50%(2)
mit
T Zeit,
i Anfangskonzentration, C3 fiktive Anfangskonzentration Teilprozess 2,
o Endkonzentration Teilprozess 1, C4 fiktive Endkonzentration Teilprozess 2,
tsony Wendepunkt Teilprozess 1, tson ) Wendepunkt Teilprozess 2,
p Exponent Teilprozess 1 und q Exponent Teilprozess 2.

Folgende Parameter dienten der Beschreibung der Kurvenverldufe:

Tabelle 26. Parameter zur Beschreibung der Diffusions- bzw. Penetrationsprozesse.

Parameter Definition

Css Konzentration im steady state (entspricht ¢, in Gl. 3 bzw. (c;-¢;) + (c4-c3) in Gl. 4).
500 Zeit bei halbmaximaler Konzentration.
m(ts00) Relativer Anstieg der Kurve bei tsgy, berechnet iiber P bei Fit nach Gl. 3 bzw.
Lsov,
P und —4— fiir die Teilprozesse 1 und 2 bei Fit nach Gl. 4.
tso%u) tso%(z)
c,—c¢
m(ts0%)q Quantitativer Anstieg der Kurve bei tsgo;, berechnet {iber M P bei Fit nach
tSO%
c,—c¢ c,—cC . . .
Gl. 3 bzw. (-¢) _p und (C=c) g fiir die Teilprozesse 1 und 2 bei
tso%u) 4 Lsov(2)

Fit nach GI. 4.

AUC,, Flache unter der quantitativen (q) bzw. normierten (norm) Konzentrations-Zeit-Kurve,

AUC 1orm berechnet nach der Trapezregel.

ABCom Flache zwischen der normierten Konzentrations-Zeit-Kurve und deren 100 %

Asymptote (css = 1).

6.6 Untersuchungen zu Penetration und Permeation an
FRANZz-Diffusionszellen

6.6.1 Untersuchungen zur follikuldren Penetration

Die follikulire Penetration der 0,5 %igen ME-BIP'"™"?) wurde mit Hilfe von FRANZ-Zellen

untersucht (Rettberg, Gottingen, D). Zur Anwendung kam Haut von ungebriihten Schweine-
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ohren (Deutsches Hausschwein, 6 Monate alt). Die Priparation der gekiihlt transportierten
Schweineohren erfolgte am Tag der Schlachtung. Dazu wurden Stiicke passender Grof3e
ausgestanzt, die Behaarung mit einer Schere nahe an der Hautoberfldche abgeschnitten und
das subkutane Fettgewebe mit einem Skalpell entfernt. Die vorsichtig geséduberten Stiicke
lagerten bis zur Verwendung, einzeln in Aluminiumfolie verpackt, bei -20 °C. Um die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse innerhalb eines Modus zu gewihrleisten, wurde mit der
Haut eines Tieres gearbeitet.

Fiir die Versuche (n = 4) wurden die aufgetauten Hautstiicke zwischen Donator und den mit
ca. 15 mL (genau gewogen) PBS pH 7,4 befiillten, geriihrten und auf 32 °C temperierten
Akzeptor der FRANZ-Zellen eingespannt. Zum selektiven Verschluss der Follikel wurde nach
der zehnminiitigen Equilibrierung mit Hilfe einer Insulinspritze ein Tropfen Nagellack (Nr.
60, Manhattan, Stuttgart, D) gezielt in jede Follikel6ffnung gesetzt. Um zu vermeiden, dass
die Ergebnisse von der durch Lackbedeckung verkleinerten Hautfléche beeinflusst werden,
wurde fiir die Referenzversuche ohne Follikelverschluss ein Lacktropfen neben jeden
Follikel platziert (Abbildung 53) [161]. Im Durchschnitt befanden sich 35-45 Follikel pro
cm? Haut. Die bildanalytische Auswertung ergab, dass durchschnittlich 18,6 +3,6 % der
Hautflache von Lack bedeckt war (analysis auto, Olympus, Hamburg, D).

Die weitere Durchfiihrung richtete sich nach dem Versuchsmodus.

———

Abbildung 53: Versuchsanordnung mit (oben) und ohne (unten) Follikelverschluss.

Bei Finite-dose-Experimenten erfolgte die Auftragung von 5 mg-cm™ ME-BIPF™I (genau
gewogen) auf die zur Verfiigung stehende Flidche von 2 cm?. Am Ende der Versuchszeit von
30, 300 bzw. 1000 min wurden die nicht penetrierten Riickstinde der Mikroemulsion mit
Hilfe eines Tupfers abgewischt, die oberste Schicht des Stratum corneum durch einen Tesa™-
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Abriss entfernt (dies zdhlt zum nicht penetrierten Riickstand [181]) und eine Hitzeseparation
von Epidermis und Dermis (60 °C, 90 s in 2,0 mL PBS) durchgefiihrt.

Im Gegensatz dazu bedeutete infinite dose die Applikation von ca. 400 pL ME-BIPHMC]
(genau gewogen), die Entnahme von 1,0 mL Akzeptor in definierten Zeitabstinden sowie
deren Ersatz durch PBS.

Die Extraktion von HMLO, IP und BP aus den verschiedenen Matrices fand unter den in
Tabelle 27 aufgelisteten Bedingungen statt. Akzeptorproben und PBS-Losung aus der Hitze-

separation wurden der analytischen Bestimmung unverdiinnt zugefiihrt.

Tabelle 27: Probenaufarbeitung bei den Penetrationsuntersuchungen.

Probe Extraktionsmittel Volumen Behandlung der Proben Dauer
Tupfer Ethanol 1,0 mL Schiittler 24 h
Tesa®-Abriss Ethanol 0,5 mL Schiittler 24 h
Epidermis Ethanol 1,0 mL Vortexer 2h
Kiihlschrank 20,5h
Vortexer 1,5h
Dermis Ethanol 2,0 mL Zerkleinerung mittels 24 h

Skalpell, Schiittler

Die Kalibrierung erfolgte mit ethanolhaltigen Standards (Methodenparameter siche Tabelle
28). Vorversuche ergaben, dass extrahierte Hautbestandteile keinen Einfluss auf das chroma-

tographische Verhalten der Analyten ausiiben.

Tabelle 28: Methodenparameter.

Linearitit / (ug'mL™") und Bestimmtheitsmaf Prézision / (%)
HMLO 0,1 -10 (bzw. 75) 0,999 3,79
1P 0,122 -24,4 0,999 4,76
BP 0,378 - 75,6 0,999 4,85

Die Parameter zur Charakterisierung der Permeation wurden aus der Auftragung der kumu-
lativen Mengen der Substanzen im Akzeptor pro cm? Haut gegen die Zeit ermittelt [164]:

Steady-state-Flux als Anstieg des linearen Abschnittes {iber dessen lineare Regression (min.
zehn Messpunkte, R? > 0,998), lag time als Schnittpunkt des linearen Abschnittes mit der x-
Achse berechnet aus der Regressionsgleichung und Permeationskoeffizient berechnet aus

dem Quotienten von Flux und applizierter Konzentration der Substanz.

6.6.2 Penetrationsstudien zu DHAvVD

Die Penetrationsuntersuchungen an den 0,2 % DHAvD-haltigen Formulierungen fanden an
der Universitdtshautklinik mit FRANZ-Zellen (Crown Glass Company, Somerville, NJ, USA)
bestiickt mit humaner Vollhaut statt. Die Haut entstammte Mammareduktionsplastiken dreier
Frauen (44, 61, 68 Jahre). Nach Reinigung mit PBS und mechanischer Entfernung des sub-

kutanen Fettgewebes lagerten sie bis zur Verwendung bei -20 °C. Fiir die Experimente
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wurden die aufgetauten Hautstiicke mittels einer Gaze auf dem geriihrten Akzeptor (20 mL
PBS, pH 7,4, 32 °C) platziert. Nach Applikation definierter Mengen der Formulierungen
(15 4+ 2 mg Creme bzw. 20 uL Mikroemulsion) auf eine Flidche von 3,14 cm? erfolgte die
Inkubation fiir 30, 300 bzw. 1000 min unter semi-okklusiven Bedingungen (n=3). Der
Entfernung der nicht penetrierten Vehikelriickstinde mit einem Tupfer schloss sich die
Praparation dreier Stanzbiopsien (4 0,2827 cm?) aus jedem Hautstiick an, die anschlieend
mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Jung, Heidelberg, D) in horizontale Schichten zerlegt
wurden. Eine festgelegte Anzahl der aus der jeweiligen Stanze gewonnenen Schnitte wurde
mit Methanol versetzt (Tabelle 29). Die Extraktionszeit von 22 h begann mit 1,5 h und
endete mit 1 h des Vortexens (Reagenzglasmixer Vortex 7-2020, neoLab, Heidelberg, D).
Dazwischen lagerten die Proben im Kiihlschrank. Sofern kein klarer Uberstand vorhanden
war, wurden sie vor der Vermessung fiir 10 min zentrifugiert. Die Extraktion der Tupfer
erfolgte mit 2,0 mL Methanol fiir 8 h auf einem Laborschiittler (GFL" 3006, Burgwedel). In
den gewonnenen Proben wurden DHAvVD und ggf. IP und BP mit Hilfe von HPLC-
Methoden quantifiziert (Kapitel 6.9.1). Wiahrend der Akzeptor nach Applikation der
Mikroemulsionen direkt analysiert werden konnte, war im Falle der Cremes eine vorherige
Aufkonzentrierung notwendig. Dazu wurden jeweils 2,0 mL des Akzeptors bei 45 °C im
Trockenschrank (Typ E28, Binder, Tuttlingen, D) vollstindig eingedampft und der
Riickstand mit 500 pL Methanol/Wasser 80/20 (V/V) aufgenommen.

Tabelle 29: Aufarbeitung der Hautschnitte nach der Penetration DHAvD-haltiger Formulierungen.

Anzahl der Schnitte Volumen Methanol
Hautprobe . . . .

sowie Schichtdicke zur Extraktion
Stratum corneum (SC) 1 x10 um 150 L
Lebende Epidermis (EP) 4x20 pm 150 uL
Dermis 1-3 (DR1-3) 5 x40 pm 150 uL
Dermis 4 (DR4) 15 x 40 pm 200 pL
Hautstumpf 200 pL

Die Herstellung der Standards fiir die Kalibriergerade erfolgte aus einer methanolischen
Stammlosung unter Verwendung eines methanolischen Hautextraktes (Methodenparameter
siche Tabelle 30).

Tabelle 30: Methodenparameter.

Linearitit / (ug-mL™") und BestimmtheitsmaB Prézision / (%)
DHAvD 0,05-10 0,999 4,50
IP 0,012-12,2 0,999 4,75
BP 0,076 - 18,9 0,999 1,13

Die mittlere Wiederfindung von DHAvVD (berechnet aus Hautbiopsien, Tupfer und Akzeptor,
jedoch ohne Gaze) betrug 77,3 + 7,7 % der applizierten Dosis bei Auftragung der Cremes
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und 78,2 £ 16,0 % bei Nutzung der Mikroemulsionen. Fiir IP lag sie in den betrachteten
Zeitrdumen bei 66,8 + 5,0 % und fiir BP bei 66,1 + 5,8 %.

6.7 In-vivo-Untersuchungen

Probanden

Die von der Ethikkommission der Charité — Universititsmedizin Berlin genehmigte Studie
wurde an elf gesunden Freiwilligen (21-31 Jahre) durchgefiihrt, die zuvor ihr schriftliches

Einverstdndnis gaben.

Applikation der Formulierungen

Die Durchfiihrung erfolgte unter kontrollierten Bedingungen (konstante Temperatur und
Luftfeuchtigkeit). Die Innenseiten der Unterarme der Probanden wurden vorsichtig gereinigt,
bevor zwei Areale von je 5 cm x 6 cm markiert und mit einer Silikonbarriere zur Verhinder-
ung der lateralen Ausbreitung der Formulierungen versehen wurden [246]. Mit einem
vehikelgesittigten Fingerling wurden 2 mg-em™ 0,5 %ige ME-BIPI“"™ bzw. BCI““™! gleich-
miBig aufgetragen [247]. Wihrend der Einwirkzeit blieb die Applikationsstelle unbedeckt.

Tape Stripping

Das Tape Stripping begann eine Stunde nach der Applikation. Ein Stiick Tesa® Film Nr.
5529 (Beiersdorf, Hamburg, D) wurde auf die Hautstelle aufgelegt und mit einem Roller, der
die Haut dehnte, um Furchen und Féltchen auszugleichen, angepresst. Jedes Tape wurde mit
einer schnellen Bewegung abgezogen und auf einem Rahmen fixiert. Bei Proband Nr. 1
erfolgte die komplette Entfernung des Stratum corneum mit 80 Abrissen [248]. Da fiir beide
Formulierungen in tieferen Zellschichten nur sehr wenig Curcumin zu detektieren war,
beschrinkte sich die Abnahme fiir die nachfolgenden Probanden auf 20 bzw. zehn Abrisse.
Die Entfernung von zehn Tapes an einem unbehandelten Areal neben der Applikationsfléche

ging in die Berechnung der Penetrationsprofile ein.

Analytik der Abrisse
Fiir die UV/VIS spektroskopischen Messungen kam das Zweistrahlspektrometer Lambda 20

(Perkin-Elmer, Uberlingen, D) mit einem quadratischen Strahl (10 mm x 10 mm) zum
Einsatz. Die Pseudoabsorption der Korneozyten, die mit deren Menge korreliert, wurde
selektiv bei 800 nm bestimmt. Danach wurden die Abrisse in 1,5 cm x 2,9 cm grof3e Stiicke
geschnitten, mit 4,35 mL Ethanol fiir 10 min im Ultraschallbad (Sonorex Super RK102H,
Bandelin Electronic, Berlin, D) extrahiert und zentrifugiert (4000 rpm, 10 min, MR1812,
Jouan, Unterhaching, D). Im klaren Uberstand wurde die Curcuminkonzentration bei 430 nm
spektroskopisch ermittelt. Die Erstellung der Kalibriergerade erfolgte unter gleichen

Bedingungen, wobei der Extrakt eines formulierungsfreien Abrisses als Referenz diente.
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BIP wurde mit Hilfe der in Kapitel 6.9.1 beschriebenen HPLC-Methode als Summe von IP
und BP quantifiziert. Die Kalibrierlosungen, hergestellt mit ethanolischen Extrakten von
Tesa“-Abrissen, deckten den Konzentrationsbereich von 0,1 bis 50 pg'mL"" linear ab (R? =
0,998, Préazision: 2,53 %). Die mittlere Wiederfindung von BIP aus den Abrissen wurde
anhand von Kontrollproben iiberpriift, die 0,5, 6,25 bzw. 25,0 ug BIP pro Tape, appliziert
iiber ME-BIPI“""] enthielten. Sie lag zwischen 95,04 % und 100,84 % [249].

Erstellung der Penetrationsprofile

Die mittels Pseudoabsorption bestimmte Menge der an den Abrissen haftenden Korneozyten
diente der Erstellung des SC-Profils des Probanden 1. Die Summe der Absorptionen der 80
Tapes ergab 100 % Hornschichtdicke, die Pseudoabsorption jedes einzelnen Abrisses wurde
dazu ins Verhéltnis gesetzt. Bei den Probanden 2 bis 6 ging die Erstellung von dem in [250]
publizierten Zusammenhang aus, dass mit zehn Abrissen an unbehandelter Haut 38 % des
gesamten SC abgenommen werden. Die Curcumin-Konzentrationen in den Tapes wurden an

deren jeweiligen Positionen in das Hornschichtprofil eingefiigt.

Cyanoacrylatabriss

Bei den Probanden 3-6 wurde nach Abnahme von 20 Tesa“-Abrissen eine kleine Menge an
Sekundenkleber (UHU®, Briihl, D) gleichmiBig auf dem behandelten Hautareal verteilt. Mit
Hilfe eines Rollers wurde ein darauf gelegtes Stiick Tesa® Film angepresst und nach ca.
3 min mit einer schnellen Bewegung abgerissen. An diesem Abriss hafteten Follikelinhalte

sowie Korneozyten von tieferen SC-Schichten.

Laser Scanning Mikroskopie

Die Visualisierung der Verteilung des Curcumins auf den von Proband 1 abgenommenen
Tesa®- sowie Cyanoacrylatabrissen erfolgte am LSM 2000 (Carl Zeiss, Jena, D) bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm und einer Detektionswellenldnge von 590 nm. Es ergab

sich kein Fluoreszenzsignal bei Abrissen unbehandelter Haut.

Statistik

Der Kolmogorov-Smirnov Test belegte, dass die Daten der Probanden normalverteilt waren
(p < 0,05, Software SPSS™). Daraufhin konnten Mittelwerte und Standardabweichungen

berechnet werden. Weitere statistische Auswertungen erfolgten entsprechend Kapitel 6.10.

6.8 HET-CAM Modell

Natiirlich befruchtete Hiihnereier der Rasse "New Hampshire" (Nutztierwissenschaftliches
Zentrum Merbitz der MLU Halle-Wittenberg, Nauendorf, D) wurden sieben Tage bei
37,0 °C und 55 % Luftfeuchte bebriitet (Vitromat mytron, sbs-11, Heiligenstadt, D) und
dabei bis auf die letzten 24 h aller 12 h gewendet. Am Ende der Brutzeit wurde die Eischale
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am schwicher konvexen Pol vorsichtig erdffnet und die CAM mittels mikrochirurgischen
Besteckes freigelegt. Zur Anwendung kamen nur Eier mit vitalem Embryo, intakter CAM
und gut ausgebildetem Gefdlnetz. 100 ul der Testmedien wurden vorsichtig auf die CAM
von jeweils zwolf Eiern appliziert. Zur Einschitzung der Perfusion der CAM erfolgte die
Bestimmung des Laser-Doppler-Flux’ (LDF) unter Nutzung einer speziellen, gefensterten
Sonde mit einem Helium-Neon-Laser (632,8 nm, moor LDI Laser Doppler Imager, Moor
Instruments, Devon, GB) vor und in definierten Zeitabstdnden nach der Auftragung. Auf-
grund von Unterschieden in Zahl und Durchmesser der Blutgefile sowie im Blutdruck
kommt es zu individuellen Perfusionsdifferenzen. Durch die Berechnung des LDF-Index’
wurden die Rohdaten fiir jedes Ei normiert und damit eine bessere Vergleichbarkeit gewihr-

leistet:

LDF — Index = ing . Gleichung 5

0

Dabei steht LDF) fiir den gemittelten LDF aus der zehnminiitigen Messzeit vor Applikation
der Testpriaparation und LDF; fiir den unter der Behandlung bestimmten LDF. Am Ende der
Versuchszeit von 30 min wurden die Embryonen visuell auf Vitalparameter (Herzschlag)
tiberpriift. Nach den Versuchen wurden alle Eier {iber 48 h bei -20 °C im Tiefkiihlschrank
gelagert, um die Abtotung der Embryonen sicherzustellen. Die abschlieende hygienische
Entsorgung fand iiber den Krankenhausmiill statt.

Die statistische Bewertung, in die nur die Ergebnisse der Kurzzeitexposition von 10 min
eingingen, erfolgte durch einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) und Dunnett’s
Test als Post-Hoc Analyse (inerSTAT-a V1.3) auf einem Signifikanzniveau von 99 %.

6.9 Analytik der Substanzen

6.9.1 HPLC-Methoden
Die Messungen wurden an der HPLC-Anlage HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn,

D), bestehend aus Vakuumentgaser, Autosampler, bindrer Pumpe, Diodenarray-Detektor und

Saulenofen, mit den nachfolgend aufgelisteten Parametern durchgefiihrt.

Tabelle 31: Parameter der HPLC-Analytik fiir die Quantifizierung von HMLO, IP, BP und DHAvD.

HMLO IP und BP DHAvD

Stationdre Phase CC 125/2 Nucleosil ~ 125%x2 mm Nucleodur  YMC-Pack ODS-AQ
120-3 C18 100-5 C18 ec 150 x 4,0 i.d.; S-5 pm;
(Macherey-Nagel, (Macherey-Nagel, 200 A (YMC Europe,
Diiren, D) Diiren, D) Dinslaken, D)

Mobile Phase: 90/10/0,1 (V/V) 60/40/0,1 (V/V) 60/40/0,1 (V/V)

MeOH/H,O/HCOOH

Flow / (mL-min’l) 0,4 0,3 0,8
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Temperatur / (°C) 25 25 30
Injektionsvolumen / (uL) 5 5 6 (MSMM) bzw. 10

(FrRANZ-Zelle)
UV-Detektion: A/ (nm) 313 298 224

Das Verhiltnis von BP zu IP in der verwendeten Charge BIP wurde einmalig mit 75,6 % zu
24,4 % durch Kalibrierung mit reinem N-Butylphthalimid bestimmt. Es korrelierte mit dem
Verhiéltnis der Peakflichen im Chromatogramm und wurde spiteren Messungen, bei denen

die Standards zur Kalibrierung mit BIP hergestellt wurden, zugrunde gelegt.

Methodenparameter

Die bei den verschiedenen Versuchen angegebenen Parameter wurden wie folgt definiert:
Linearitit: Regressionsanalyse der Werte aus Dreifach-Injektionen mit mindestens fiinf
Konzentrationen im erwarteten Konzentrationsbereich der Proben.

Priazision: Die Wiederholprézision wurde als Mittelwert der relativen Standardabweichung

von Dreifachinjektionen dreier Konzentrationen bestimmt.

6.9.2 UV-Vis Spektroskopische Bestimmung

Die Quantifizierung von Curcumin zur Ermittlung der Sattigungsloslichkeiten erfolgte nach
Verdiinnung mit Ethanol am Spectronic 601 (Milton Roy Company, USA) bei einer Wellen-
linge von 425nm. Kalibriert wurde im Konzentrationsbereich 0,5-5 pg'mL™ mit
ethanolischen Losungen (R? = 0,998).

6.10 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Priifung auf statistische Signifikanz mit einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way ANOVA) gefolgt von Tukey’s multiple comparison
als post-hoc Analyse (inerSTAT-a V1.3). Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant

gewertet. Regressionsanalysen wurden mit der Software Microsoft Excel 2002 durchgefiihrt.
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