Anwendung von nicht-invasiven spektroskopischen Methoden zur Optimierung
der Wirkstoffpenetration aus Suspensionen

elektronisches
dokument

Dissertation

zu Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat
(mathemati sch-naturwissenschaftlicher Bereich)
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Herrn Bui Duc Hanh

geb. am: 19. September 1972 in: Hanamninh, Vietnam

Gutachterin und Gutachter:
1. Prof. Dr. R. Neubert
2. Prof. Dr. S. Wartewig

3. Prof. Dr. C. Leopold

Halle (Saale), 19.12.2001 (Datum der Verteidigung)

urn:nbn:de:gbv:3-000002917
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000002917]



Inhaltsverzeichnis

L EINFUHRUNG . ..ot ee et ee e e e et e e e eee e s e e eeeesasseeeeseseasessesseesssessessessesasereseesnensenens 6

2. STRATEGIEN ZUR OPTIMIERUNG VON SUSPENSIONEN ZUR TOPISCHEN

ANWENDUN G ... s 8
2.1. BEEINFLUSSUNG DES FREISETZUNGSPROZESSES IM DONATOR. .. cevetteee e e e eeeeeeeeeee e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 8
2.2. BEEINFLUSSUNG DES PENETRATIONSPROZESSES IM ALK ZEPTOR. .. etetrtuasseseeseeeensnaaassssssreeesnnaaassseeeeeees 9

2.3. ZUR ROLLE DESMATHEMATISCHEN M ODELLS UND DER SIMULATION DES PENETRATIONSPROZESSES....10
3. METHODEN DER IR-SPEK TROSK OPIE FUR

PENETRATIONSUNTERSUCHUNGEN. ..ottt 11
3.1. FTIR ABGESCHWACHTE TOTALREFLEXION=SPEKTROSKOPIE. ... .uvveeeeesureeeeseassereesessseeesasssseeesennnes 11
3.2. FTIR PHOTOAKUSTISCHE SPEK TROSKOPIE. .. .vveeeeetrreeesesseeesasssesesssssssessasssesessssssseesssssssessnsees 13

3.2.1. Modéll A zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten...........c.ccccevveeiieecnnnnne. 15
3.2.2. Modell B zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten...........cocevevvreneniennene 16
3.2.2.1. Die Absorption des IR-Strahlsim AKZeptor.........cccooceveevievie s 17
3.2.2.2. Der thermische Diffusionsprozess in der Probe...........cccooeeeienenenenencneenns 18

3.3. KOMBINATIONVON ATRUND PAS ...ttt ettt e e e e e e e e e nns 20

4. MATHEMATISCHESMODELL ZUR PENETRATION AUS SUSPENSIONEN....24
4.1. MoDELLIERUNG VON DIFFUSIONS- UND V ERTEILUNGSPROZESSEN AUS SUSPENSIONEN.......cvveeeenreenss. 24
4.2, EINFLUSSVON ENHANGER. ... .ceiiiiiiiiie i ccieis ettt ettt e e et e e e et e e e e nae e e e e ennaee e s ennneeeeeans 27
4.3. DIFFUSION IM HETEROGENEN AKZEPTOR. ...vteeeeeutreeeeeauseeeesaasseseeeassesesasssesessasssseesassssssesassssesans 29

5. EXPERIMENTELLER TEIL oottt 31
5.1. VERWENDETE CHEMIEKALIEN. ...eeeeeetteeeeeetteeeeeiuseeeeesasseeesaasssesesaassssessaassseesessssesessnssseesansseeens 31
5.2, PRAPARATIONSMETHODEN ... ..uvreeeeesreeeeessseeessassseeesassssesssassssessasssssesansssssssasssssssasssssessnsssnees 31

5.2.1. Wahl deS AKZEPLOIS......ccuvieiiecieeciee ettt sttt s e s e et e e saaeereennes 31
5.2.2. Herstellung der DDC-MembIranen.........cccooveiieriereriereneseeesee e 32
5.2.3. Préiparation VOn SIratum COMMEUML.........ccueeuerreerieeeeseeesseeeesreessesseesseessesseessessesnes 32
5.2.4. Herstellung der SUSPENSIONEN.......c..ooiiieriiireee ettt 32
5.3, IVIESSMETHODEN. ... utteeetautteeeeassuseeesaassseessasseeesasssseeesassaeeesassneesaasssesessassesessanssnesssnsssneessnnens 32
5.3.1. Freisetzungs- und Penetrationsuntersuchungen mit der ATR-Technik.................. 33
5.3.2. Penetrationsuntersuchungen mit der PASTeChniK..........coovviiiiiiiininincneneens 36
5.3.3. Penetrationsunter suchungen an humanem Sratum CorneuM............cccceeeveevveennene. 39
5.3.4. Quantitative Auswertung der SPEKIIEN..........coereririrereeeee e 40
5.4. CHARAKTERISIERUNG DER M ODELLSY STEME......uuttieiiiuriieeeiteeeeesisseeessssseeesassssessssnssesessasnnessans 44
5.4.1. SchichtdickenbestimmuUNg...........covieiie e 44
5.4.2. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in der Membran...........ccccoocevevenenennene 44
5.4.2.1. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten mit Hilfe eines modifizierten
LibDEratioNSMOUENIS......c..e et ne e e e nneas 44
5.4.2.2. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten mit der ATR-Technik.................... 45
5.4.3. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in flzissigen und halbfesten Medien........ 47
5.4.4. Bestimmung der Lodlichkeit und des Verteilungskoeffizienten.............cccoeevueeeee. 50
5.4.5. Bestimmung der Enhancer-Einfluss auf den Diffusions- und den
Vertel lUNGSKOETTI ZIENTEN. ..o s 51
5.4.6. Thermische, optische und weitere Parameter des AKzeptors..........cccccevveecveceenen. 51
5.5. NUMERISCHE LOSUNG DES DIFFERENTIALGLEICHUNGSSY STEMS. ...uurtrreeeeeeeeesassrsseeeeeesssassnsssseeeens 52



6. RESULTATE UND DISKUSIONEN......otiiiiieiiiiisiesieeee e 54

6.1. PENETRATIONSUNTERSUCHUNG AN DER KUNSTLICHEN MEMBRAN.......uvviieiiiieeeeccieee e e ciiee e e e 55
6.1.1. Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-Suspensionen............ccoceeceeveeccieesieene, 55
6.1.2. Freisetzung und Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-Suspensionen unter
Zusatz vom diinnflzissigen Paraffin............ccooeiiiii e 64
6.1.3. Penetration von Propylenglykol aus Vaseline-Suspensionen............ccceceeeeveenenne 69
6.1.4. Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-Suspensionen unter Zusatz von
PropylengliykoOL..... ..o 70
6.1.5. Smulation der Wirkstoffpenetration aus Suspensionen unter in-vitro und in-vivo
=TS o ] o 10T 0T T o PR 75
6.2. PENETRATIONSUNTERSUCHUNG AN HUMANEM STRATUM CORNEUM ....veeeeiurreeeeeureeeeesseeeesssssseeenns 83
7. ZUSAMMENFASSUNG. .....cciiieieierie sttt sttt sttt e et nse sttt sne s 85
AL ANHANG. .. et e e e et e e e e e et e e e e e e ateeeeeaaseeeeeaareeeeeassaeeesansreeeeanns 86

| MPLEMENTIERUNG ZUR NUMERISCHEN L OSUNG DES 2. FIcK'SCHEN DIFFUSIONSGESETZES......vvvvvvvvrevnnnns 86
B. LITERATURVERZEICHNIS........ooiieeeeteeeee et 88
C. PUBLIKATIONSLISTE.. .ottt stee sttt e stee e s tee st e s e s sare e s enneesnnneesnneeens 101



Symbolver zeichnis

O O O
o
py)

®

0O .0 00 o o> o
> > >

z @ = > 4z
© Py

lw)

v
T
®

P
o

O _0O_0 06O O O
8 m
S

gogouzogogg

> <

n - > >
B o
@

000 000

)
D<
@]

Einfallswinkel des IR-Strahls
thermische Diffusivitit des Donators
thermische Diffusitivitit des Gases
thermische Diffusivitit der Membran

Abgeschwichte Totalreflexion
optischer Absorptionskoeffizient des Akzeptors

optischer Absorptionskoeffzient der Membran

Konzentration
K onzentrationen im Akzeptor

Konzentration im Akzeptor im Gleichgewichtzustand

PG-K onzentration im Akzeptor

Konzentration im Donator

PG-Konzentration im Donator

Enhancer-K onzentration

Konzentration der Wirkstoffkristalle in der Suspensionbei t =0
PG-Konzentration im Donator bei t =0
Sattigungskonzentration des Wirkstoffs im enhancer-freien Akzeptor
Sattigungskonzentration des Wirkstoffs im enhancer-haltigen Akzeptor
Sattigungskonzentration im fliisssigen Anteil von Vaseline
effektive Sattigungskonzentration in Vaseline
Wirkstoffkonzentration

spezifische Wirme der Membran
Wirkstoffdiffusionskoeffizient im enhancer-freien Akzeptor
Wirkstoffdiffusionskoeffizient im enhancer-haltigen Akzeptor
PG-Diffusionskoeffizient im Akzeptor

Diffusionskoeffizient im fliissigen Anteil von Vaseline
Diffusionskoeffizient im festen Anteil von Vaseline

effektiver Diffusionskoeffizient in Vaseline
Dodecanol-Collodium

Extinktionskoeffizient des Enhancer in der Membran
Extinktionskoeffizient des Wirkstoffs in der Membran

M odul ationsfrequenz
Fourier-Transformation Infrarot
Intensitit des IR-Strahls
Intensitat des Einfallstrahls

Infrarot
Konstante der Enhancer-Wirkung

Auflosungskoeffizient
systemspezifische Konstante



~ X X

OS>
0]

-~ =
<

=

E_"

Coqﬁgg—ﬁ

g

C

w)

C

@

Cc

2

<,< < C|
o]

><§<§

thermische Leitfahigkeit des Donators
thermische Leitfahigkeit des Gases
thermische Leitfahigkeit der Membran
Akzeptordicke

ATR-Eindringtiefe

Donatordicke

gesamte Dicke von Donator und Akzeptor
Lange des Gasraums

optische Diffusionslinge

thermische Wellenlange im Helium-Gas
Weéllenlange der HeNe-Laser
Wellenlinge des IR-Strahls

flissiger Anteil in der Suspension

Antell am diinnfliissigen Paraffin-Zusatz in der Suspension
PG-Anteil in der Suspension

thermische Diffusionslange im Helium-Gas

thermische Diffusiondange

M ehrschichtmembransystem
Brechungsindex
Anfangdruck im Gasraum

Photoakustische Spektroskopie

Propylenglykol

Dichte

Dichte der Membran

Wirkstoffdichte

Radius des Wirkstoffkristalls

Radius des Wirkstoffkristalls bei t =0

Stratum corneum

Zeit

Umgebungstemperatur

Temperatur im bestrahlten Bereich des Akzeptors
Temperatur im Donator

Temperatur im Gasraum

Temperatur im nicht-bestrahlten Bereich des Akzeptors
mittlere Temperatur in der thermischen Diffusionsschicht

Volumenfraktion des fliissigen Anteils von Vaseline
Volumenfraktion des festen Anteils von Vaseline
Wirkstoff-V olumenfraktion
Wirkstoff-Volumenfraktion bei t =0

Weg



Einfiihrung

1. Einfuhrung

In der pharmazeutischen Industrie steigt die Bedeutung der topischen Formulierungen stetig
an. Um deren Verwendungen zu erweitern, miissen die Formulierungen stindig weiter
optimiert werden. Dafiir ist es notwendig, die Penetrationsmechanismen besser zu verstehen
[2, 18]. Die Entwicklung leistungsfahiger Messmethoden und die Anwendung von
Simulationen bieten dafiir neue Moglichkeiten.

Da der Penetrationsprozess durch die Haut sehr komplex und von vielen Faktoren abhiangig
ist [14, 25, 61, 78, 97], ist der Zusammenhang zwischen den Systemparametern und dem
Penetrationsverhalten vom Wirkstoff nur schwer iiberschaubar. Der Weg zum Herausfinden
der geeigneten Rezeptur der Formulierung mit Hilfe einer statistischen Versuchplanung ist
dadurch besonders aufwendig. Erst mit Hilfe eines mathematischen Modells koénnen
Antworten auf Fragen nach dem komplexen Einfluss der Formulierungskomponente auf den
Penetrationsprozess gegeben werden. Aus diesem Grund wird der Einsatz mathematisch-
physikalischer Simulations- und Berechnungsmodelle in der pharmazeutischen Forschung
immer umfangreicher.

Bereits ein einfaches Modell mit wenigen Parametern zeigt eine gute Uberstimmung
zwischen dem theoretischen Modell und den experimentellen Daten [104]. Mit Hilfe eines
mathematischen Modells kann die Abhiangigkeit zwischen verschiedenen Parametern und
dem Penetrationsverhalten vom Wirkstoff quantitativ charakterisiert werden [66].

Zu den giangigen Modells zur Beschreibung der Penetration in die Haut zihlt das
Kompartiment- und Diffusionsmodell. Beide Modells erméglichen eine Quantifizierung des
Penetrationsprozesses durch dieselbe Parameter wie ,,|lag-time* oder der Wirkstoffflussin den
Akzeptor im Flielgleichgewicht ,,steady-state™ [52, 53]. Das Kompartimentmodell liefert nur
wenige Informationen iiber den Penetrationsprozess. Wegen der Einfachheit erlaubt es aber
eine Schitzung des Penetrationsverhaltens von sehr komplexem Prozess. Zur
Charakterisierung der Wirkstoffkinetik in der Haut und im Plasma wurde meistens das
Kompartimentmodell herangezogen. Ein solches Modell umfasst mehrere Unterprozesse wie
die Penetration durch die Haut, die Diffusion in der Epidermis, den Retard-Effekt im Stratum
corneum (SC) sowie die Absorption im Blutkreislauf und die Eliminierung aus dem Korper.
Mit Hilfe des Modells kann das Verhiltnis zwischen der lokalen und systemischen Wirkung
einer topischen Formulierung abgeschatzt werden [34].

Das Diffusonsmodell ermoglicht einen  umfangreichen  Einblick in die
Penetrationsmechanismen, da die einzelne Unterprozesse mathematisch beschrieben werden.
Gerade aus diesem Grund steigt die Komplexitiat des Modells mit zunehmender Anzahl der
Unterprozesse sehr schnell. Nur fiir einen Vorgang mit wenigen Unterprozessen kann ein
noch tiberschaubares Diffusionsmodell entwickelt werden.

Das Optimierungsverfahren mit Hilfe eines mathematischen Modells stellt wesentlich
hoherere Forderungen an Parametern as die bisherige Optimierungsmethode. Das
mathematische Modell kann nur praktische Bedeutung gewinnen, wenn die im Modell
vorhandenen Parameter experimentell zugiangig sind, sonst bleibt das Modell nur eine
Spekulation. Mit den bisherigen Untersuchungsmethoden wie z.B. die Franz-Zelle oder das
M ehrschichtmembranmodel|system (MSMS) kénnen die benétigten Parameter nur mit einem
sehr grofien Aufwand bestimmt werden. Die Genauigkeit der Methoden ist zudem fiir das
mathematische Modell nicht ausreichend. Hier bieten die spektroskopischen Methoden neue
Ansitze [9, 103, 120]. Von den nicht-invasiven Methoden gewinnen die abgeschwichte
Totareflexion (ATR) und die photoakustische Spektroskopie (PAS) immer mehr an
Bedeutung. Besonders die  ATR-Technik  wurde  bereits in  mehreren
Penetrationsuntersuchungen genutzt [13, 41, 63, 64, 68]. Auch die PAS-Technik wird
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Einfiihrung

zunehmend in biologischen Untersuchungen verwendet, da sie mehrere Vortelle gegeniiber
der ATR-Technik besitzt [16, 31, 55, 84].
Ziel der vorliegenden Arbeit ist:
ein mathematisch-physikalisches Modell zur Beschreibung der Wirkstoffpenetration aus
einer Suspension zu entwickeln,
die Einfliisse der Suspensionskomponente auf den Freisetzungs- und Penetrationsprozess
vom Wirkstoff zu charakterisieren,
die Enhancer-Einfliisse auf das Freisetzungs- und Penetrationsverhalten vom Wirkstoff im
Modell zu beriicksichtigen,
die spektroskopischen Methoden, wie die ATR- und PAS-Technik, fiir die Freisetzungs-
und Penetrationsuntersuchung anzupassen
und Suspensionen durch Simulationen des Freisetzungs- und Penetrationsprozesses zu
optimieren.
Teile dieser Arbeit wurden bereits publiziert [37-40, 96].



Strategien zur Optimierung von Suspensionen zur topischen Anwendung

2. Strategien zur Optimierung von Suspensionen zur
topischen Anwendung

Die Forderungen an topischen Formulierungen sind sehr unterschiedlich. Aus manchen
Formulierungen soll der Wirkstoff schnell in die Haut penetrieren, aus anderen jedoch nur
langsam. Fiir jedes gewiinschte Konzentration-Zeit-Profil kann die Zusammensetzung aus
einer Anzahl tblicher Rezepturen ausgewdhlt werden [21]. Weiterhin kann das
Penetrationsverhalten durch Zugabe von Bestandteilen mit typischen Eigenschaften (z.B.
Enhancer) beeinflusst werden. Um Formulierungen gezielt zu entwickeln, sind Kentnisse tiber
quantitative Abhangigkeiten zwischen verschiedenen Faktoren und dem Penetrationsverhalten
vom Wirkstoff sehr hilfreich. Die fortschreitende rechnergestiitzte Simulation eroffnet
zunehmend neue Maglichkeiten, diesen Zusammenhang zu klaren und dadurch die topische
Formulierung schneller und einfacher zu optimieren.

Der Penetrationsprozess in der topischen Anwendung erfolgt in zwei Kompartimente mit sehr
unterschiedlichen Diffusionseigenschaften: im Donator (Formulierung) und im Akzeptor
(Haut). Es existieren zwel Ansitze, um die Wirkstoffpenetration in der topischen Anwendung
zu beeinflussen. Durch die Anderung der Zusammensetzung des Donators bzw. des
Akzeptors kann das Diffusionsverhalten in den beiden Bereichen beeinflusst werden.
Wichtigste Parameter sind die Freisetzungsrate im Donator, der Verteilungskoeffizient
zwischen dem Donator und dem Akzeptor sowie die Diffusion im Akzeptor [25, 58, 112].
Testreithen unter einer Variation des Antells einzelner Komponente ermoglichen, den
Zusammenhang zwischen der Anderung des Diffusionsverhaltens und dem Anteil einzelner
Bestandtelle aufzuzeigen.

Mit Hilfe eines mathematischen Modells ist es weiterhin moglich, den Einfluss einzelner
Bestandteile auf den Freisetzungs- und Penetrationsprozess zu parametrisieren und quantitativ
zu charakterisieren. Dadurch kann der Penetrationsprozess aus Formulierungen mit jeder
moglichen  Zusammensetzung simuliert werden. Durch die Auswertung der
Simulationsergebnisse kann eine Vorhersage iiber die optimale Zusammensetzung der
Suspension mit einem geeigneten Penetrationsverhalten getroffen werden.

2.1. Beeinflussung des Freisetzungsprozesses im Donator

Bel den meisten topischen Formulierungen besteht der Donator aus zwel Teilen: ein
Wirkstoffreservoir und eine Formulierungsgrundlage (s. Abbildung 1). Das Reservoir kann
z.B. wie in Suspensionen aus ungelosten Wirkstoffpartikeln bestehen. Infolge der
Wirkstoffpenetration in den Akzeptor wird der Wirkstoff aus dem Reservoir almahlich
langsam freigesetzt. Im algemeinen enthilt das Reservoir den grofiten Anteil der
Wirkstoffmenge.

Die Grundlage enthilt immer mindestens eine fliissige Komponente, in der der Wirkstoff aus
dem Reservoir durch die Grundlage zum Akzeptor diffundiert. Sie stellt demnach eine
Verbindung zwischen dem Wirkstoffreservoir und dem Akzeptor dar. In vielen
Formulierungen enthdlt die Grundlage auBerdem noch eine feste Komponente, die
maBgeblich fiir die Konsistenz (d.h. die Streichfahigkeit) der Formulierung ist, z.B. im Fall
der Vaseline-Suspension ist sie der Teil der langkettigen Kohlenwasserstoffe. Durch die feste
Komponente kann der Wirkstoff nicht diffundieren, demzufolge beeinflusst dieser Anteil die
Freisetzung aus dem Reservoir und die Diffusion im Donator negativ.

Um den Freisetzungsprozess im Donator zu beschleunigen, kann entweder die Freisetzung
aus dem Reservoir und/oder die Diffusion im Donator verstarkt werden. Fiir den ersten gibt es
mehrere Moglichkeiten, z.B. eine VergroBBerung der Freisetzungsoberfliche (u.a. ene
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Steigerung der realen Freisetzungsoberflachen durch Verringerung des Anteils an der festen
Komponente oder eine Verkleinerung des Wirkstoffkristalldurchmessers). Effektiver ist
jedoch eine Erhohung des Freisetzungskoeffizienten. Weiterhin kann der Freisetzungsprozess
durch eine Anderung der Umgebungseigenschaft um die Reservoirpartikel (u.a. durch eine
Steigerung der Sittigungskonzentration im fliissigen Teil der Formulierung) beschleunigt
werden.

Die Diffusion in der Grundlage kann durch eine Anderung des effektiven
Diffusionskoeffizienten (u.a. durch eine Verringerung des Anteils an der festen Komponente
oder eine Steigerung des Diffusionskoeffizienten im fliissigen Teil) beeinflusst werden.

Akzeptor

) +— 0> o
* Wirkstoffresevoir

Auflosung
aus dem Resevoir

e ® ®
> ’ —_— —_—)
Diffusion & Permeation Diffusion
in der Grundlage durch die Grenzefliche im Akzeptor

Abbildung 1: Freisetzungsprozesse im Donator und Penetrationsprozess im Akzeptor bei der Anwendung
einer topischen Formulierung

2.2. Beeinflussung des Penetrationsprozesses im Akzeptor

Im Akzeptor finden zwei Schritte statt: die Wirkstoffverteilung an der Grenzflache zwischen
dem Donator und dem Akzeptor sowie die Diffusion im Akzeptor. Der erste Schritt hiangt
wesentlich vom Verteilungskoeffizienten zwischen dem Donator und dem Akzeptor ab. Der
Verteilungskoeffizient charakterisiert das Verhiltnis der Wirkstoffloslichkeiten in den beiden
Medien. Eine Beschleunigung des V erteilungsprozesses kann entweder durch eine Steigerung
der Sittigungskonzentration im  Akzeptor oder durch eine Verringerung der
Sattigungskonzentration im fliissigen Teil der Formulierungsgrundlage erreicht werden. Die
zweite Moglichkeit bewirkt jedoch eine Verlangsamung der Auflésung der Reservoirpartikeln
(s.0.). Wie die Anderungen dieses Parameters letztendlich den Gesamtprozess beeinflussen,
kann nur durch ein mathematisches Modell ermittelt werden.

Die Steigerung der Diffusion im Akzeptor kann durch Zugabe von einem Enhancer in die
Formulierung erreicht werden [109]. Der Enhancer penetriert aus der Formulierung in den
Akzeptor und bewirkt dort eine Lockerung der molekularen Anordnung im Akzeptor und
damit eine Anderung des Diffusionskoeffizienten. Als Folge der Umbildung der
Solubilisierungshiille um die Wirkstoffmolekiile andert sich weiterhin die Wirkstoffloslichkeit
im Akzeptor. Diese beiden Effekte treten immer zusammen auf. Welcher Effekt jedoch
tiberwiegt, hangt von den einzelnen Eigenschaften der Enhancer ab.
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2.3. Zur Rolle des mathematischen Modells und der Simulation
des Penetrationsprozesses

Die Betrachtung der Freisetzung im Donator und der Penetration im Akzeptor zeigt, dass
jeder Bestandteil der Formulierung den Gesamtprozess sehr komplex beeinflusst. So fiihrt
eine VergroBBerung des fliissigen Anteils der Grundlage bzw. eine Verringerung des Anteils
der festen Komponente der Grundlage zu einer Steigerung der realen Freisetzungsoberfliche,
d.h. zur Erhéhung der Freisetzung. Weiterhin bewirkt dies eine Steigerung des effektiven
Diffusionskoeffizienten in der Grundlage und damit ene Beschleunigung des
Freisetzungsprozesses im Donator. Gleichzeitig steigt die Wirkstoffloglichkeit im Donator
und verursacht eine Verringerung des Vertellungskoeffizienten zwischen dem Donator und
dem Akzeptor. Dies fiihrt zur Verringerung der Diffusion durch die Grenzflaiche zum
Akzeptor. Somit ist die Penetrationsgeschwindigkeit in den Akzeptor verringert. Damit liegt
ein Schwellenwert fiir den fliissigen Anteil der Grundlage vor. Welcher Effekt letztendlich
tiberwiegt, ist abhingig davon, ob der flisssiger Anteil oberhalb oder unterhalb dieses
Schwellenwertes liegt.

Die Entwicklung eines mathematischen Modells zur Optimierung der topischen Formulierung
umfasst drei wesentliche Schritte. Zuerst wird ein physikochemisches Modell fiir den
Freisetzungs- und Penetrationsprozess aufgestellt, in dem der komplexe Gesamtprozess in
mehrere einfache Einzelprozesse aufgeteilt wird. Anschlielend werden diese elementare
Unterprozesse mit Hilfe eines Differentialgleichungssystems quantitativ beschrieben.
Dadurch sollen alle Einfliisse auf den Gesamtprozess durch Systemparameter charakterisiert
werden. Die Aufgabe des niachsten Schrittes besteht darin, diese Parameter experimentell zu
bestimmen. Mehrere Parameter konnen direkt gemessen werden. Manche sind jedoch nur
durch eine Kurvenanpassung ermittelbar. Hierfiir wird ein entsprechendes mathematisches
Modell bendtigt. Im letzten Schritt wird der Gesamtprozess mit Hilfe der bekannten
Systemparameter simuliert. Durch eine Variation der Formulierungszusammensetzung
konnen die Einflisse der Komponenten auf den Gesamtprozess erfasst werden. Die
Simulationsergebnisse sollen das Herausfinden der optimalen Zusammensetzung der
Formulierung erleichtern.

Ein mathematisches Modell erweist sich im Praxis als ein gutes Instrument fiir das Risiko-
Management. Ein Beispiel hierfiir ist die Untersuchung von Watkinson [127]. In dieser Arbeit
wurde die Absorption von Sonnenschutzmitteln aus topischen Formulierungen im
Blutkreislauf mit Hilfe eines mathematischen Modells abgeschitzt. Es zeigte, das eine
erhebliche Menge vom Wirkstoff in den Kreisauf gelangen kann und en enger
Zusammenhang zwischen der absorbierten Menge und der applizierten Flache vorliegt.

Das Optimierungsverfahren der topischen Formulierung durch eine rechnergestiitzte
Simulation bewihrt sich auch im Praxis wie z.B. Untersuchungen von Tojo zeigten [117]. In
der Arbeit wurde die Abhingigkeit der Freisetzungsrate von der Membrandicke eines
transdermalen  therapeutischen  Systems quantitativ = charakterisiert. Anhand  der
Simulationsdaten kann eine optimale Membrandicke vorhergesagt werden .
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3. Methoden der IR-Spektroskopie fur
Penetrationsuntersuchungen

Ein wesentlicher Schritt zur Optimierung von topischen Formulierungen ist die Bestimmung
der Systemparameter. Gangigen Methoden zur Diffusions- oder Penetrationsuntersuchung
haben eine Gemeinsamkeit: die Wirkstoffkonzentration im Akzeptor kann erst nach der
Beendigung der Experimente bestimmt werden, indem das Donatormedium von dem
Akzeptormedium entfernt, der Wirkstoff aus dem Akzeptor extrahiert und anschlie3end die
Wirkstoffkonzentration u.a. mit HPLC, GC oder HPLC-MS bestimmt wird [17, 27, 88]. Ein
systematischer Messfehler ist durch den Rest des Donators sowie durch den Extraktionsschritt
meist nicht vermeidbar. Aufgrund der geringen Menge des Donators ist weiterhin eine genaue
Bestimmung der Konzentration im Donator mit diesen Methoden relativ schwierig. Die
Methode ist im wesentlichen nur fiir die Charakterisierung des Akzeptors geeignet. Alternativ
kann ein radioaktiver Wirkstoff verwendet werden [94]. Dies vereinfacht den
Wirkstoffanalyseprozess. Da die entsprechenden radioaktiven Wirkstoffe vielfach nicht
ausreichend verfigbar sind, ist die Anwendbarkeit dieser Methode auf wenige Wirkstoffe
begrenzt. Um das Profil der Wirkstoffkonzentration im Akzeptor zu charakterisieren, wird die
Htape stripping® Methode oft verwendet. Wegen der variierenden Dicke der einzelnen
Schichten ist jedoch ein sehr genaues Ergebnis nicht zu erwarten [93].

Die oben genannten Methoden konnen nur offline durchgefiihrt werden. Ein Konzentration-
Zeit-Profil kann nur mit einem erheblichen Aufwand erstellt werden, da fiir jeden Zeitpunkt
ein Experiment benétigt wird. Die nicht-invasiven Messmethoden ermoglichen, die
zeitabhangige Wirkstoffkonzentration im Donator oder Akzeptor relativ einfach zu verfolgen,
da die Wirkstoffkonzentration wihrend des Penetrationsprozesses online bestimmt werden
kann. Spektroskopische Methoden, insbesondere die abgeschwichte Totalreflexion
Spektroskopie und die photoakustische Spektroskopie, wurden aus diesem Grund immer
haufiger in Penentrationsuntersuchungen verwendet [120]. In einem solchen Verfahren
entfallen die Schritte zur Trennung des Donators und des Akzeptors sowie der Schritt zur
Wirkstoffextraktion aus dem Akzeptor. Dadurch wird der systematische Fehler verringert.
Neben den Vorteilen eines geringeren Vorbereitungsaufwands und einer hoheren Genauigkeit
ermoglichen die spektroskopischen Methoden auch eine gleichzeitige Verfolgung der
Diffuson von zwei Substanzen (z.B. Wirkstoff und Enhancer oder Wirkstoff und
Komponente der Grundlagen oder zwei Wirkstoffe in einer Kombination-Formulierung), weil
jede einzelne Substanz typische Absorptionsbanden aufweist [32].

Da eine enge Verbindung zwischen der Lage oder der Intensitiat der Absorptionsbanden und
der Akzeptorstruktur besteht, ist es in manchen Fillen weiterhin moglich die
Strukturanderung des Akzeptors wihrend des Diffusionsprozesses zu verfolgen. In mehreren
Untersuchungen wurde die Anderung der SC-Struktur durch Enhancer mit Hilfe der FTIR-
ATR Spektroskopie charakterisiert [19, 63, 115, 133, 134, 116].

3.1. FTIR Abgeschwéchte Totalreflexion-Spektroskopie

Fiir Penetrationsuntersuchungen gehdrt die FTIR-ATR Spektroskopie seit lingerer Zeit zu
den Standardmesstechniken [79, 80, 83, 89, 129]. Bei dieser Technik wird die Totalreflexion
an der Grenzflache zweier optisch verschieden dichter Medien ausgenutzt. Trifft der IR-Strahl
in einem ATR-Kristall mit einem hohen Brechungsindex n, schrag auf die Grenzfliche zum
optisch diinneren Medium (n;), so wird der IR-Strahl in den Kristall zuriickreflektiert, wenn
der Einfallswinkel axrw den Grenzwinkel der Totalreflexion tibersteigt. Das optisch diinnere
Medium ist die zu untersuchende Probe. Ein Teil der elektromagnetischen Energie dringt ein
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wenig in die Probe ein. Wird der eingedrungene |R-Strahl von der Probe absorbiert, ergeben
sich eine dhnliche spektrale Abhingigkeit wie bei Transmissionspektren (s. Abbildung 2). Die
Eindringtiefe ist abhidngig von dem Einfalswinkel des IR-Strahls und von dem
Brechungsindex der Probe [68]:

llR

|l are = >
2 (3.1.1)

. an, 0

zpni\/smzaATR - gaz;

dabei ist |arr die Eindringtiefe und | r die Wellenlédnge des IR-Strahls.

In den meisten ATR-Messeinheiten wird ein ZnSe-Kristall mit einem Einfallswinkel von 45°
oder 60° verwendet. ZnSe hat einen hohen Berechungsindex, ist relativ kostengiinstig und
besonders gut fiir Untersuchungen an biologischen Systemen geeignet, weil ZnSe im
biologisch relevanten Spektralbereich zwischen 4000 und 600 cm keine Eigenabsorption
besitzt. Fiir eine quantitative Untersuchung ist der auswertbare Bereich auf 1900 cm? bis 750
cm™* begrenzt. Das entspricht einer Eindringtiefe zwischen 0,7-2,1 pm.

Durch eine Anderung des Einfallwinkels sowie eine Verwendung anderer Kristallmaterialien
kann die ATR-Eindringtiefe geringfiigig verandert werden. In der Untersuchung von Snieder
bei 1650 cm™* entspricht die Eindringtiefe in SC mit eéinem ZnSe-Kristall bei 45° 0,9 um, bel
60° 0,7 um und mit einem Ge-Kristall bei 45° 0,3 um [111]. In anderen Untersuchungen
wurde die ATR-Spektroskopie mit der ,tape stripping® Technik kombiniert, um das
Konzentrationsprofil in SC zu untersuchen [13, 42].

Aufgrund der Abhingigkeit der Eindringtiefe von der Wellenlange des IR-Strahls bendtigen
die gemessenen ATR-Spektren vor der Auswertung eine Korrektur. Dabel wird die
Spektralabsorption durch die Wellenlange dividiert. Die neuen ATR-Spektren sind auf eine
konstante Eindringtiefe normiert.

Der Weg datr , den die Strahlung in der Probe zuriicklegt, wird aus der Eindringtiefe Iars (Mit
einem Einfallswinkel von 45°) berechnet:

d,.=AB+BC=22, - (3.1.2)

Zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten wird das Lambert-Beersche Gesetz
verwendet [99]. Fir eine wirkstoffhaltige Membran gilt (s. Abbildung 2, 3):
=1, firx=0, (3.1.3)

mw_. b.l fiir 0 <X < darr, (3.1.9)

% o °
dabei ist 1o die Intensitat des Einfallstrahls, | die Intensitit des IR-Strahls im Akzeptor und ba
der optische Absorptionskoeffizient der wirkstoffhaltigen Membran. Dieser ist wiederum von
der Wirkstoffkonzentration cw abhingig.

b,=b, +&, G, (3.15)

dabel ist Sw der Absorptionskoeffizient der wirkstofffreien Membran und ey der
Extinktionskoeffizient des Wirkstoffes in der Membran. Fir einen Spektralbereich, indem das
Akzeptormedium keine IR-Absorption besitzt, d.h. 5w = O, ist der Absorptionskoeffizient des
Akzeptors 34 direkt proportional zur Wirkstoffkonzentration cw.

Fir die Losung des Differentiagleichungssystems ist zu beachten, dass die
Wirkstoffkonzentration im Bereich BC das Spiegelbild der Wirkstoffkonzentration im
Bereich AB entspricht (s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Abhingigkeit der | R-Absorption von der Wirkstoffkonzentration bei der ATR-M esstechnik

3.2. FTIR Photoakustische Spektroskopie

Anders as bei der FTIR-ATR Messtechnik basiert die FTIR photoakustische Spektroskopie
sowohl auf spektroskopischen als auch thermischen Effekten [4, 91, 99]. Das Messprinzip
basiert auf der Bestrahlung der Probe mit einem in seiner Intensitit modulierten IR-Strahl.
Die Molekiile in der Probe absorbieren die Energie des IR-Strahls und geben sie als
Wirmeenergie wieder ab. Da die anregende Strahlung intensititsmoduliert ist, verlauft auch
die resultierende Wairmeproduktion entsprechend periodisch. Die erzeugte Warmewelle
wandert zur Probeoberfliche. Dort wird die Wairmeenergie weiter an das Gasvolumen
abgegeben, wodurch Volumenianderungen und Druckwellen (Schallwellen) im Gasraum
erzeugt werden. Diese lassen sich von einem empfindlichen Mikrophon erfassen. Alternativ
zum [R-Strahl kann auch ein UV-Strahl verwendet werden. Da der UV-Strahl tiefer als der
IR-Strahl in die Probe eindringen kann, ist es moglich, einen groeren Bereich der Probe
abzutasten. Auf Grund der sehr breiten UV-Banden sind diese Spektraldaten jedoch schwer
guantitativ auszuwerten.

Zur Verbesserung der quantitativen Anwendungen der PAS-Technik werden die Spektren im
SO genannten ,,step-scan““-Modus mit der Phasenmodulation registriert [110]. Im Unterschied
zum ,rapid-scan“ Modus durchlduft der bewegliche Spiegel im Interferometer nicht mit
konstanter Geschwindigkeit den Scan-Bereich, sondern springt schrittweise von einer Stelle
zur nachsten Stelle, an jedem Punkt schwingt er mit einer bestimmten Modul ationsfrequenz.
Der Punktabstand ist abhingig u.a. von der gewahlten spektralen Auflésung. Je hoher die
Auflésung ist, desto mehr Punkte werden benétigt. Die Anzahl der Schwingungen pro Stellen,
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die sogenannten Koadditionen konnen gewihlt werden. Durch eine grofere Anzahl der
K oadditionen kann ein besseres Signal/Rausch-V erhiltnis erreicht werden

Intersitatsmodulierter
IR-Strahl
\¢

IR-Fenster
e - ~ N

s = N

/ s -

akustische N

Welle —] \

/ / N

Mikrophone

thermische
Welle

Abbildung 4: Prinzip der PAS-Messtechnik

Eine Messung im ,,step-scan” Modus mit einer Phasenmodulation braucht eine lingere
Messzeit as im ,,rapid-scan“ Modus, jedoch wird durch die phasenempfindliche Detektion
das Signal-Rausch Verhiltnis wesentlich erhéht. Ein weiterer entscheidender Vortell ist, dass
fiir alle Wellenzahl dieselbe Eindringtiefe gegeben ist.

Mit Hilfe eines phasenempfindlichen Verstarkers wird der ,.in-phase” und ,.in-quadratur Teil
des Signals, R bzw. I, simultan registriert. Aus diesen beiden Spektrum-Teilen wird das
,,Magnitude™-Spektrum M berechnet [23]:

M =R +1% (3.2.1)
Neben dem ,,Magnitude“-Spektrum kann das PA-Spektrum M fiir jede Phase f aus den
beiden Signalteilen Rund | berechnet werden:

M, = Rcosf +1sinf - (32.2)

Da die Phase die Abtasttiefe wiederspiegelt, ist es moglich den Ursprung des Spektrums zu
lokalisieren. Dadurch ist das Tiefenprofil der Probe zugéinglich. Die Methode findet breite
Anwendung bei der Untersuchung von Polymerschichtsystemen [47, 48]. Ein Modell zur
quantitativen Auswertung des Tiefenprofils einer solchen Membran wurde in der Arbeit von
Jiang vorgeschlagen [46]. Die Voraussetzung fiir das Modell ist, dass jede Schicht mindestens
eine spezifische Absorptionsbande aufwelist. Fiir Penetrationsuntersuchungen ist das Modell
nicht geeignet, da sich die Spektren nur in Intensititverhiltnissen, jedoch nicht in
Bandenpositionen unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung des
Tiefenprofilsim Akzeptor durch eine Variation der Modulationfrequenz erreicht (s. 3.2.1).
Zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten wird ein Modell fiir die Abhingigkeit der
Signalintensitat von der Substanzkonzentration benétigt. Der komplexe Vorgang bei der PAS-
Technik erfordert eine umfangreichere mathematische Beschreibung als bel der ATR-
Technik.

Eine Moglichkeit zur Auswertung der Spektraldaten ist die Anwendung eines einfacheren
Modells: das Modell A. Es basiert auf der Annahme, dass die Signalintensitat proportional zu
der Substanzmenge im erfassten Bereich ist.

Eine weitere Moglichkeit basiert auf einem ausfiihrlichen mathematischen Modell. Dabei
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werden die einzelnen Unterprozesse, die IR-Absorption und die Warmediffusion sowie die
Bildung des akustischen Signals, mathematisch beschrieben. Dieses wurde als Modell B
bezeichnet. Abhangig von den zuginglichen Parametern sowie dem Untersuchungsziel wird
das entsprechende Modell im einzelnen Fall ausgewahlt.

3.2.1. Modell A zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten
Die Wiarmediffusion wird durch die Gleichung:

™ kéfte (3.23)

beschrieben, dabei ist U die Temperatur, C die spezifische Wirme, r die Dichte und k die
Wirmel eitfahigkeit.
Daraus folgt nach Rose fiir die Temperatur einer periodisch schwingenden Wirmewelle [90]:

ox pCrf -ix pCrf )
Us=ke ' e T *e" (3.2.4)

dabei ist kr eine wstemspezifiscﬁe Konstante, f die Modulationsfrequenz und \y = 2pf . Die

ox pCr f
k e

sehr schnell gedampfte Amplitude der Schwingung wird durch

-ix pcrf. .
e ' ¥ g der oszillierende Teil im Raum und €" der oszillierende Teil in der Zeit. Die
Wellenlinge einer thermischen Schwingung ist demnach | — 20 k /pCrf - Die Amplitude

ausgedriickt,

der thermischen Welle nach einer Wellenlange betriagt nur noch 1/535 der Anfangsamplitude.
Haufig wird der Begriff die thermische Diffusionslange upas eingefiihrt [23]

-k (3.2.5)
Hpas pCr f

Sie ist aso umgekehrt proportional zur Wurzel aus der Modulationfrequenz. Nach einer
thermischen Diffusionslinge ist die Amplitude des IR-Strahls nur noch Ke?, also ca. 37% der
Anfangsamplitude.

Die Grundlage des Modells A ist die Annahme, dass die Warmewellen, die im Bereich tief in
der Probe erzeugt werden, nicht zur Bildung des akustischen Signals beitragen konnen, da
ihre Amplitude schnell abgedampft wird. Nur die Warmewellen, die im oberen Bereich der
Probe erzeugt werden, konnen sich noch bis zur Probeoberfliche ausbreiten und bewirken
eine Druckwelle im Gasraum. Als Grenze zwischen den beiden Bereichen wird die
thermische Diffusionslange ueas verwendet. Sie wird auch als Abtasttiefe von PAS betrachtet.
Diese Abtasttiefe ist durch die Wahl der Modulationsfrequenzen steuerbar, dadurch ist eine
Tiefenprofil-Untersuchung moglich [22].

Bel ener Messung mit ener zu niedrigen Modulationsfrequenz entsteht oft der
Sattigungseffekt. Die Bandenintensitit ist dann nur noch von der Intensitit des IR-Strahls
abhingig. In der Messung mit einer zu hohen Modulationsfrequenz ist die Signalintensitit so
schwach, dass sie sich kaum vom Grundrauschen unterscheidet. Mit der momentan
verfiigbaren Technik des Spektrometers IFS 28 liegt der akzeptable Bereich zwischen 10 und
500 Hz. Das entspricht eine Abtasttiefe in der Haut (SC, Epidermis) von 100 bis 5 um. Dem
gegeniiber betragt die Eindringtiefe der ATR nur 0,7-2,1 um.

Fir eine wirkstoffhaltige Membran wird im Modell A angenommen, dass eine lineare
Abhangigkeit zwischen der Intensitiat der Spektralbanden und der erfassten Wirkstoffmasse
im Bereich der Abtasttiefe vorliegt (s. Abbildung 5). Bei einer kleinen Abtasttiefe, einer
geringen Substanzkonzentration und in einem begrenzten Konzentrationsbereich ist diese
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Annahme akzeptabel.
Fir zwei Modulationfrequenzen fo und 4f, mit der entsprechenden Abtasttiefe uo und 2uo gilt
fiir die Signalintensitit Sicfiir den Bereich AC und S fiir den Bereich AB:

2my m
Sic = AC(M)+kF,AS c‘yw(x)dx und S = AB(M)+1<F,AS @N(X)dx , (3.2.6)
0 0

dabei ist Sicwy und Swevy das Grundsignal der Membran im Bereich AC bzw. AB und keas €ine
systemspezifische K onstante.
Esfolgt:

2m, m
Spc - SAc(M) = Keas (‘YW (X) dx und Sps - SAB(M) = Keas C‘)?w (X) dx (3:2.7)
0 0

Die Zunahme der Signaintensitit ist somit direkt proportional zum Integral der
ortsabhangigen Wirkstoffkonzentration des erfassten Bereichs.

Im Modell A wurden einzelne Vorgiange der Signalbildung nicht genauer beschrieben. Es hat
jedoch den Vortell, dass zur Auswertung keine weiteren Parameter bendtigt werden. Mit
diesem Modell ist es moglich, das Tiefenprofil der Wirkstoffkonzentration im Akzeptor zu
charakterisieren. Das Modell ist fiir die Auswertung der Experimente mit dem humanen
Stratum corneum gut geeignet. Mit seiner Hilfe ist es moglich, den ortsabhingigen
Diffusionskoeffizienten im SC zu bestimmen. Im Experiment wurde das SC simultan bei 5
verschiedenen Modul ationsfrequenzen registriert. Zur Auswertung wurde das SC virtuell in 5
Schichten entsprechende geteilt. Aus den experimentellen Daten wurde der
Diffusionskoeffizient in den einzelnen SC-Schichten berechnet.

cl B A

: < IR-Strahl
Akzeptor :ThermischeWeIIe Modulationsfrequenz

[ f,

. : 4,

k Akustische Welle

|

|
X 2m m 0

PAS-Abtasttiefe
(thermische Wellenlange)

Abbildung 5: Modéll A fiir die quantitative Auswertung der PAS-Daten

3.2.2. Modell B zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten

Ein genaueres Modell zur Signalbildung geht auf Rosencwaig-Gersho zuriick (RG-Theorie)
[92]. In diesem Modell wird die zeitliche und raumliche Verinderung der Temperatur durch
eine Wirmediffusionsgleichung beschrieben (s. Abbildung 6) [90].

Der IR-Strahl dringt in die Probe ein und wird absorbiert. Die Abschwichung der
Strahlenintensitit wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben. Es wird
angenommen, dass die absorbierte Lichtenergie vollstindig in die Wirmeenergie
umgewandelt wird. Die entstehende Wirmewelle breitet sich in der Probe aus und dringt in
die Formulierung sowie in den Gasraum ein. Durch die periodische Temperaturanderung in
der thermischen Diffusionsschicht des Gasraums entsteht eine periodische Druckanderung.
Sie erzeugt eine akustische Welle im Gasraum.
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Der Diffusionsprozess wurde in alen Gebieten durch die Wairmediffusionsgleichung
beschrieben. Fiir die Diffuson durch die Grenze zwischen der Membran und der
Formulierung sowie zwischen der Membran und dem Gasraum gilt das Prinzip des
kontinuierlichen Warmeflusses. Als Anfangsbedingung gilt, dass die Temperatur bei t = 0
tiberall gleich ist und der Raumtemperatur entspricht. Die Temperatur an den beiden dufleren
Grenzen, einerseits zwischen der Formulierung und dem Probenhalter, andererseits zwischen
dem Gasraum und dem IR-Fenster, wird als Randbedingung angenommen. Diese Temperatur
ist konstant und entspricht der Raumtemperatur.

Nach diesem Modell kann das System in fiinf Gebiete unterteilt werden (s. Abbildung 6).
Dabei wird Warmeenergie nur im bestrahlten Bereich der Membran erzeugt. Die Dicke dieser
Schicht entspricht der optischen Diffusionslange des IR-Strahls in der Membran. Im tieferen
Bereich der Membran kann die Intensitit des IR-Strahls vernachldssigt werden.

@R ] - Em
Thermische Welle - Akustische
- Welle
e E N N EE NN N NSNS NN NN SN SN N SR EEEEEEEEE -(
o IR-Strahl 5
f__ﬁ BS:eCW(X!t) 8
c 7}
5 b
o o
o
Topische .
Formulierung Membran Helium-Gas
) ) s
|_> X \___\/~/|

DA

0 I
PAS
Optische
Diffusionsldnge

Abbildung 6: Modéll B fiir die quantitative Auswertung der PAS-Daten

Die durch die Absorption von Lichtenergie entstehende Wirmewelle breitet sich in zwel
Richtungen aus. Sie dringt sowohl in den nicht-bestrahlten Bereich der Membran und dann in
die Formulierung as auch in den Gasraum ein. Die Warmewelle wird im Gasraum rasch
gedampft. AuBerhalb der thermischen Diffusionsschicht, deren Dicke ener
Wirmewellenldnge im Gas entspricht, gibt es praktisch keine Wiarmewelle mehr. Nach
Rosencwaig entsteht die Druckwelle hauptsichlich in dieser Diffusionsschicht.

Die Rosencwaig-Theorie wurde fiir ein optisch homogenes Medium entwickelt. Die
Homogenitidt der Probe ermdglicht eine einfache mathematische Beschreibung der IR-
Absorption nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. In unserem Fall ist der optische
Absorptionskoeffizient von der Substanzkonzentration (Wirkstoff oder Enhancer) in der
Membran abhingig (s. Kapitel 3.1.).

3.2.2.1.Die Absorption des | R-Strahlsim Akzeptor
Fir die Intensitit des |R-Strahls am rechten Rand des Akzeptors gilt:

I(IDA):%IO(1+ coswt) (328
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dabei ist 1o die Amplitude des Einfallstrahls und Ip die gesamte Dicke vom Donator und
Akzeptor.
Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz gilt fiir die optische Absorption im Akzeptor:

ﬂ:_ bAl fl.,.lrlDAflpAs<X<|DA. (329)

Tx
dabei ist Iras die optische Diffusionsldnge des IR-Strahls.
Es wird angenommen, dass die absorbierte IR-Energie vollstandig in Wairmeenergie
umgewandelt wird. Daraus folgt fiir die entstehende Warmeenergie H:

H=b,l=- 1. (3.2.10)

Fir den optischen Absorptionskoeffizienten wird eine lineare Abhangigkeit von der
Konzentration der Komponente (Wirkstoff und/oder Enhancer) angenommen,

b,=b, +e,c, +€:C:" (3.2.11)

Der Absorptionskoeffzient der reinen Membran entspricht by . Die Konzentrationen von
Wirkstoff bzw. Enhancer sind cw und ce. Die entsprechenden Extinktionskoeffizienten fiir den

Wirkstoff bzw. den Enhancer in der Membran werden durch ey und e: dargestellt.

3.2.2.2.Der ther mische Diffusionsprozessin der Probe

Zum Zeitpunkt t=0 ist die Temperatur U {beral gleich und entspricht der
Umgebungstemperatur To

U(x0)=T, - (32.12)
Fir die Temperatur im bestrahlten Bereich des Akzeptors Upa gilt:
2
ﬂU_bA:a 1-[Ub"'\+ H fir lpa — lpas £ X £ Ipa. (3213)

It “ax* r,C,
Die thermische Diffusivitit aw wird durch die Dichte r v , die spezifische Warme Cy und die
thermische Leitfahigkeit ky der Membran ausgedriickt:

(3.2.14)

Da die Wirkstoffkonzentration in der Membran sehr gering ist, entsprechen die thermischen
Eigenschaften der wirkstoffhaltigen Membran weitgehend denen der reinen Membran.
Aus Gleichungen (3.2.10) und (3.2.13) folgt:

2
T[U—bA:aM ﬂ UbA+ bAI fﬁr'DA—lpAs£X£|DA. (3215)
it ™ r,C,
Der erste Term der rechten Seite der Gleichung beschreibt die Warmediffusion, der zweite
Term den Einfluss der internen Warmequelle.

Fiir die Temperatur im nicht-bestrahlten Bereich des Akzeptors Una gilt:
ﬂUnA -a 1TZUnA fﬁr|D£X<|DA—|pAs. (3216)

t M
An der Grenzflache zwischen dem bestrahlten und dem nicht-bestrahlten Bereich des
Akzeptors gilt:

UnA(lDA' IPAS't):UbA(lDA- lPAS’t) ' (3'2'17)
Fiir die Temperatur im Donator Up gilt:
U, _ U, fiir 0< x< Ip, (3.2.18)
Tt ° W
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dabei ist ap die thermische Diffusivitit der Formulierung.
Fir die Grenzfliche zwischen dem Akzeptor und dem Donator gilt das Prinzip des
kontinuierlichen Warmeflusses:

Up(x,t)=U(xt) - (3.2.19)
k. Wolot) y Wnlot) (3.2.20)
fix I

Die Wirmeleitfiahigkeit des Donators wird durch kp ausgedriickt.
Die Temperatur am linken Donatorrand bleibt zeitlich konstant

Uy 0t)=T, - (3.2.21)
Fiir die Temperatur im Gasraum Ug gilt:
W _, TUg, loa < X < loa+1o (32.22)
e

dabei ist ac die thermische Diffusivitit des Gases und | die Linge des Gasraums.
Fir die Grenzfliche zwischen dem Akzeptor und dem Gasraum gilt das Prinzip des
kontinuierlichen Warmeflusses:

U, t)=Ug(x,t) (3.2.23)
Ke ﬂUGQDA’t):kM ﬂUbA(IDA’t) , (3.2.24)
i X

dabei ist ke die Warmeleitfahigkeit des Gases.
Die Temperatur am rechten Rand des Gasraums bleibt zeitlich konstant

UG(IDA+|G’t)=TO . (3.2.25)

Aus dem Differentialgleichungssystem (3.2.8) — (3.2.25) kann die oszillierende Temperatur
an der Phasengrenze zwischen der Membran und dem Gasraum berechnet werden.

Die Bildung des akustischen Signals wird in der RG-Theorie mit Hilfe eines thermischen
,,Piston“-Modells beschrieben [90]. In diesem Modell wird der Gasraum in zwei Volumina
und zwar in die thermische Diffusionsschicht und in den Rest des Gasraums getellt (s.
Abbildung 6). Die Dicke der Diffusionsschicht entspricht einer thermischen Wellenlange im
Helium-Gas | ¢ = 2pn% . Jeder Teil des Gasraums besitzt einen eigenen Druck und eine eigene
Temperatur sowie ein eigenes Volumen. Das Gesamtvolumen der beiden Teile entspricht
immer dem Gesamtinhalt des Gasraums. Es wird weiterhin angenommen, dass sowohl der
Druck in der thermischen Diffusionsschicht als auch die Temperatur in dem restlichen
Volumen konstant bleiben.

Die Temperatur der thermischen Diffusionsschicht andert sich unter dem Einfluss der
Warmewellen aus der Membran periodisch. Infolge dessen dndert sich auch das VVolumen der
thermischen Diffusionsschicht. Es fiihrt zu einer periodischen Anderung des Volumens vom
Restteil. Auf Grund der konstanten Temperatur dndert sich der Druck in diesem Volumentell.
Nach Rosencwailg kann diese Druckianderung aus der mittleren Temperatur in der

thermischen Diffusionsschicht Ue (t) berechnet werden:
PE_ 1o Usl) (3.2.26)
I:)0 lG - G To
dabei ist Po der Anfangdruck im Gasraum.
Fiir die mittlere Temperatur in der Diffusionsschicht gilt:

)

— iae\l[—g+
UtG(t)»ﬁue(lmit)eg ‘o (3.2.27)
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Daraus folgt fiir die Druckanderung im Gasraum:

)
P)> G(IDA,t)ee 4o, (3.2.28)

#Gx/ET

dabel ist uc dlethermlsche Diffusionsldange im Helium-Gas.
Nach Rosencwaig ist jedoch fiir das akustische Signal am Mikrofon nur der reale Teil ,,Re

von fP(t) relevant:

P Fa-LOU
P)> 0 Red (i, t)ed 450 - (3.2.29)
e The s (L C

3.3. Kombination von ATR und PAS

Die ATR- und die PAS-Technik erginzen sich hervorragend. Die Kombination der beiden
Techniken ermoglicht es, das Penetrationsverhalten umfassend zu charakterisieren. Auf
Grund der geringen Eindringtiefe ist die ATR-Technik fir Permeationsuntersuchungen
geeignet, wihrend die PAS-Technik gut fiir Penetrationsuntersuchungen ist.

Die ATR-Technik zeichnet sich durch sehr kurze Messzeiten von ca. 15-90 s pro Spektrum
aus und ist damit vorteilhaft fiir die Verfolgung schnell verlaufender Penetrationsprozesse.
Fiir solche Prozesse findet die PAS-Technik weniger Anwendung, da bei dieser Technik die
Messzeit 3-5 min betragt.

Die Kombination der beiden Techniken, der ATR mit der Eindringtiefe bis zu 2 um und der
PAS mit der Abtasttiefe zwischen 5-100 um ermoglicht die Verfolgung der
Wirkstoffpenetration im gesamten SC (ca. 30 um dick) sowiein einem Teil der Epidermis.
Infolge der geringeren Eindringtiefe kann die ATR-Technik fiir Freisetzungsuntersuchungen
aus dem Donator eingesetzt werden. Durch die Unebenheiten der Formulierungsschicht ist der
Einsatz der PAS-Technik fiir diesen Zweck ungeeignet. Andererseits gestattet die PAS
Technik mit ihrer Tiefenprofilierung, Aussagen iiber die Wirkstoffverteilung im Akzeptor
wihrend des Penetrationsprozesses zu treffen.

Um die Effektivitat der spektroskopischen Methoden einschiatzen zu konnen, wurde der
Diffusionskoeffizient in einer Membran mit Hilfe der ATR-Technik, der PAS-Technik
(Online-Technik) und eines M ehrschichtmembranmodel |systems (Offline-Technik) bestimmit.
In der ersten Studie wurde die Clotrimazol-Penetration in eine Dodecanol-Collodium-
Membran (DDC-Membran) mit der PAS-Technik und mit dem MSMS untersucht [95]. Die
Ergebnisse der ersten Studie zeigten, dass das spektroskopische Verfahren der
konventionellen Methode iiberlegen ist. Bei der PAS-Technik ist das Vertrauensintervall
mehr als dreifacher kleiner alsbei dem MSMS (s. Abbildung 7).

In einer zweiten Studie wurde die Dithranol-Penetration in der DDC-Membran sowohl mit
der ATR-Technik as auch mit der IR-PAS sowie UV-PAS-Technik charakterisiert [39].
Wihrend die PAS-Methode den tiefenabhingigen Diffusionskoeffizienten liefert, wird mit der
ATR-Methode und dem Liberationsmodell den mittleren Diffusionskoeffizienten der
Membran bestimmt. Die zweite Studie zeigte, dass von den spektroskopischen Methoden die
ATR-Technik die hochste Genauigkeit aufweist. Dies ist an der Streuung der Messdaten um
die theoretische Penetrationskurve (s. Abbildung 8) gut erkennbar.

Die unterschiedlichen Genauigkeiten von der ATR- und der IR-PAS-Technik sind durch die
unterschiedlichen Prinzipien der beiden Methoden bedingt. Die ATR-Technik basiert nur auf
dem optischen Absorptionsprozess, wihrend bei der IR-PAS-Technik die optische Absorption
mit der thermischen Diffusion und der Bildung der akustischen Welle verkniipft ist. Die
moglichen Fehlerquellen wie Umgebungsgerauche, Erschiitterungen, Abhingigkeit der
thermischen Eigenschaft von der Feuchtigkeit der Probe sind bel IR-PAS-Technik groBer als
bei der ATR-Technik. Weiterhin sind die IR-Banden bel unverinderten Bandenposition in PA
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Spektren auf Grund der thermischen Ausbereitung wesentlich breiter als bei ATR-
Messungen. Weiterhin ist eine starke Uberlagerung der Absorptionsanden bei der IR-PAS-
Technik in den meisten Fillen nicht zu vermeiden. Dies erschwert eine quantitative
Auswertung der Spektren.

Es ist daher empfehlenswert, zuerst eine Voruntersuchung mit der ATR-Technik
durchzufithren und anschlielend das Tiefenprofil der Wirkstoffpenetration mit der PAS
Technik zu bestimmen. Anhand der ATR-Spektren sind die spektralen Bereiche einfach zu
bestimmen, die die deutlichsten Anderungen infolge der Wirkstoffpenentration aufweisen.
Dies erleichtert die Suche nach den auswertbaren Bereichen in PA-Spektren.

Die UV-PAS-Technik weist eine zu der ATR-Technik vergleichbare Genauigkeit auf. Der
durch UV-PAS bestimmte Diffusionskoeffizient weist im Vergleich zu dem mittels ATR-
oder IR-PAS-Technik ermittelten Diffusionskoeffizienten wesentlich geringere Werte auf.
Eine Erklarung hierfiir liefert die mogliche Degradation von Dithranol wihrend des Versuchs
durch die starke UV-Bestrahlung. Eine andere Ursache kann der Sittigungseffekt infolge der
sehr groflen UV-Abtasttiefe sein.

Die ATR-Technik wird nicht nur fiir in-vitro, sondern auch fiir in-vivo Untersuchungen [49,
63, 83, 105] genutzt. In diesen Untersuchungen wurde nach dem Entfernen der Formulierung
von der Hautoberflache die Konzentration der untersuchten Substanz mit der ATR-Technik
bestimmt. Neuere Entwicklungen ermaglichen, die photoakustische Spektroskopie fiir in-vivo
Untersuchungen zu nutzen. Jedoch gegenwirtig sind nur UV-PAS [98] oder Laser-PAS [114]
Technik moglich.
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Abbildung 7: Zunahme der normierten Konzentration von Clotrimazol wihrend der Penetration aus
einer 10% Vaseline-Suspension bestimmt durch PAS (a) und M ehr schichtmembransystem (b)
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4. Mathematisches Modell zur Penetration aus
Suspensionen

Das Anliegen der mathematischen Modellierung von Freisetzungs- und Penetrati onsprozessen
besteht darin, experimentelle Daten mit physikochemischen Parametern zu verkniipfen.
Dadurch sollen die physikochemisch-biopharmazeutischen Hintergriinde der Penetration
aufgeklart werden. Das Ziel ist, den Penetrationsprozess zu kontrollieren und das
Penetrationsverhalten von topisch applizierten Arzneistoffen anhand von Kenngrofien
vorherzusagen.

Die mathematischen Modelle basieren auf dem physikochemischen Verhaten der Stoffe in
den gegebenen Donator- und Akzeptormedien. Die thermodynamischen Ursachen, d.h. die
treibenden Krifte der Stoffdiffusion, werden den Modellgleichungen zugrunde gelegt. Fiir die
Penetration aus topischen Arzneiformen sind besonders die GesetzmaBigkeit der Diffusion
und der  Vertellung relevant.  Wesentlich ist die  Bestimmung  des
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes, da nach dessen Kenntnis andere Prozesse
vernachlassigt werden konnen. Esist nicht moglich simtliche involvierte Prozesse im Modell
Zu berticksichtigen bzw. alle Parameter zu ermitteln.

Im folgenden werden die mathematischen Modelle zur Penetration vom Arzneistoff aus
Suspensionen und zur Enhancer-Wirkung auf die Wirkstoffpenetration vorgestellt. Als
Grundlage dieser Modelle dient die mathematischen Behandlung von Crank [20].

4.1. Modellierung von Diffusions- und Verteilungsprozessen
aus Suspensionen

Die Wirkstoffpenetration aus einer Suspension in und durch die Haut umfasst im
wesentlichen in fiinf Schritte:

Auflésung des Arzneistoffesim Donator (Suspension),

Diffusion im Donator,

Verteilung an der Grenzflache Donator-Akzeptor,

Diffusion im Akzeptor (Membran oder SC/Epidermis) und

Diffusion aus dem Akzeptor.
Damit sind noch nicht alle ablaufenden Prozesse erfasst. So wire in einer Suspension neben
der Auflosung der Wirkstoffkristalle auch die Rekristallisation zu betrachten. Auch der
Arzneistoffmetabolismus wurde vernachlassigt.
Solche Vereinfachungen sind jedoch notwendig, um das mathematische Model| tiberschaubar
Zu gestaten. Es bestent zwar die Moglichkeiten immer umfangreichere Modelle zu
konstruieren, diese bleiben jedoch weitestgehend ein Feld der Spekulation, wenn die
notwendigen Grunddaten nicht vorhanden sind oder nur mit einem grofen Aufwand zu
ermitteln sind. Waelterhin fiihrt die Parameterschitzung mit einer grofen Anzahl von
unbekannten Groen aufgrund der Unterbestimmheit des mathematischen Systems zu
singularen Losungen mit gro3en Konfidenzintervallen.
Um den Uberblick im Modell zu bewahren, wurde die heterogene Formulierungsgrundlage
aus fliissigen und festen Teilen durch ein fiktives homogenes Medium ersetzt. Dieses Medium
wurde durch den effektiven Diffusionskoffizienten und die effektive Sittigungskonzentration
(Loslichkeit) charakterisiert. Diese effektiven Parameter wurden aus den entsprechenden
Parametern, den einzelnen Komponenten der Formulierungsgrundlage sowie deren Antellen
berechnet.
In der vorliegenden Arbeit wurde Vasdline as Formulierungsgrundlage verwendet.
Bekanntlich ist Vaseline ein heterogenes Medium und besteht aus einem festen und einem
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flissigen Teil. Der feste Tell besteht aus langkettigen Kohlenwasserstoffen, der fliissige aus
kurzkettigen. Nach Crank kann der effektive Diffusionskoeffizient Dp in solchem
zweiphasigen Medium Wiefol gt berechnet werden [20]:

i_ \F” 1-B (4.1.1)
DD

dabel ist Dy der lefus onskoeff|2| entim flﬁssigen Teil und

Bz |9, C=- % ., E=D, - B(D,- D,)und F =c(p,- D, ) (4.1.2)
2

dabel ist Dsder Diffusionskoeffizient im festen Teil, vs die Volumenfraktion des festen Teils.

Da der Wirkstoff nicht durch den festen Teil von Vasdline diffundieren kann, ist Ds gleich

Null, darausfolgt fiir den effektiven Diffusionskoeffizient in Vaseline Dp [37]:

ae

\Frtmgrf

Der fliissige Te|I von Vaseline entspricht etwa diinnfliissigem Paraffin [123, 124]. Aus diesem
Grund wird fiir Ds der Diffusionskoeffizient im diinnfliissigen Paraffin eingesetzt, da dieser
einfacher zu bestimmen ist. Mit der Gleichung 4.1.3 kann der Diffusionskoeffizient in
Vaseline-Suspensionen mit unterschiedlichen Anteilen an fester Komponente berechnet
werden (s. Abbildung 9).

.-II.-B:

(4.1.3)
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Abbildung 9: Abhingigkeit des effektiven Diffusionskoeffizienten in Vaseline von der Volumenfraktion
der festen Komponente vs

Zur Beschreibung des Auflésungsprozesses existieren mehrere Formeln. Die meisten basiert
auf der Noyes-Whitney Gleichung und gilt nur unter bestimmten Bedingungen. Aullerdem
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wurde damit nur ein unabhingiger Auflosungsprozess charakterisiert [25, 50]. Eine von
einem anschlielenden Diffussionsprozess abhingige Auflésung, wie in Suspensionen der Fall
ist, fordert eine Erweiterung der Noyes-Whitney Gleichung.

In der Arbeit von Ayres wurde die Auflosung und die Diffusion in einer Suspension
beschrieben [6, 113, 135]:

ﬂCD_D ‘HCD+k KW, - ) (4.1.4)
i %

dabel sind K. der Auflosungskoeffizient, key das Verhiltnis zwischen der Oberflache und dem
Volumen des Wirkstoffpartikels, wo der Volumenanteil der Wirkstoffkristalle in der
Suspension bei t = 0, cg, die Sittigungskonzentration in der Suspension, ¢, die Konzentration
in der Suspension. Im unseren Modell wurde angenommen, dass alle Wirkstoffpartikel
kugelformig, gleichférmig und gleichmaBig in der Suspension verteilt sind. Daraus folgt:

o _p I Co . 3K Mo (- C.) (4.15)
Tt

Der erste Term charakterisiert dle Wirkstoffdiffusion im Donator, der zweite die Auflosung
der Wirkstoffkristalle. Die Gleichung zeigt, dass der Prozess im Donator sowohl iiber die
Auflésung as auch die Diffusion gesteuert werden kann. Durch Zugabe vom diinnfliissigen
Paraffin wird die effektive Sattigungskonzentration in der Formulierungsgrundlage und
demzufolge die Auflosung wird beschleunigt. Weiterhin steigen der effektive
Diffusionskoeffizient und die effektive Freisetzungsoberfliche auf Grund der Verringerung
des festen Anteilsin der Grundlage.

Da sich die Wirkstoffkristalle stetig auflsen, nimmt deren Radius rw mit der Zeit ab. Diese
Abnahme wird charakterisiert durch [6] X

wo— g Y g dc c, (x.t)]dt . (4.1.6)
o Vivo fwol wVvvo 0
dabei ist vy der Volumenanteil der Wirkstoffkristalle in der Suspension und ryoe der Radius der
Wirkstoffkristalle bei t = 0.
Fiir den linken Rand der Formulierung gilt die Nullstrom-Bedingung:

e 0t) -, 4.1.7)

Ix

d.h. an diesem Rand flie3t kein Wirkstoff in das System.
Werden Vehikel, SC und die weiteren Hautschichten jeweils als homogenes Medium
betrachtet, geht man innerhalb der jeweiliger Schicht von einem Diffusionsprozess aus. Der
Gesamtprozess nach der topischen Applikation vollzieht sich jedoch nicht nur innerhalb einer
Schicht, sondern schliefit auch der Wirkstoffdiffusion zwischen den Schichten ein. Am
Ubergang ist nicht allein das Konzentrationsgefille die treibende Kraft. Der
Verteilungsprozess an der Grenzflache ist vielmehr die Konsequenz der unterschiedlichen
chemischen Potentiale des Stoffes in den angrenzenden Schichten. Zur mathematischen
Implementierung  dieses  Gradienten  der  chemischen Potentiale  werden
Kopplungsbedingungen, die das Verhdten des Arzneistoffes in  Grenzflachennihe
charakterisieren, bendtigt. Als einfachste Kopplungsbedingung wird angenommen, dass das
Verhalten an der Grenzflache durch den Verteilungskoeffizient bestimmt wird, so gilt fiir die
Grenzflache zwischen dem Donator und dem Akzeptor [106]:

calio.t)=Qc, (i5.1) - (4.1.9)

wobel ca die Konzentration im Akzeptor, Q der Verteilungskoeffizient zwischen dem Donator
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und dem Akzeptor ist. Der Verteilungskoeffizient entspricht dem Verhdltnis der effektiven
Sattigungskonzentrationen im Donator und Akzeptor. Da der Wirkstoff nur im fliissigen Tell
des Donators lodich ist, ist die effektive Sittigungskonzentration im Donator direkt
proportional zum fliissigen Anteil im Donator

Cq, =CqV, » (4.1.9)

dabei ist cs die effektive Sittigungskonzentration im Donator und cg die
Sattigungskonzentration im fliissigen Teil des Donators und v; der flissige Anteil des
Donators.
Aus mathematischer Sicht ist diese Kopplungsbedingung problematisch, da an einer Stelle
zwei verschiedene Konzentrationen auftreten und somit eine Unstetigkeit existiert. Durch die
Formulierung eines Fliefigleichgewichtes ist dies tiberwindbar:
p, Tealot) - p Teolort) | (4.1.10)

ix i
dabei ist Da der Diffusionskoeffizient im Akzeptor.
Diese Gleichung liefert eine ausreichende Beschreibung der Verhiltnisse an der Grenzflache.
Sieist aufgrund ihrer Einfachheit die am haufigsten anzutreffende K opplungsbedingung.
Fir die Wirkstoffdiffusion im Akzeptor gilt

2
e _ DAﬂ—f . (4.1.11)
fit ix
Fir den rechten Rand des Akzeptors gelten abhingig vom jewelligen System unterschiedliche
Randbedingungen.
Fiir ein geschlossenes System (also im in-vitro Experiment) gilt, dhnlich wie am linken Rand
des Donators die Nullstrom-Bedingung:

ﬂCA(' DA't) =0, (4.1.12)
I

d.h. der Wirkstoff flieit nicht aus dem System.
Fir ein offenes System (aso unter in-vivo Bedingungen) gilt jedoch fiir den rechten Rand des
Akzeptors die sink-Bedingung [33]:

CA(IDA’t)zo : (4.1.13)
Es wird angenommen, dass der Wirkstoff am rechten Rand des Akzeptors so schnell aus dem
System diffundiert wird, dass die Wirkstoffkonzentration hier gleich Null gesetzt werden
kann [118].
Das Modell zeigt, dass durch eine Anderung des fliissigen Anteils vom Donator mehrere
Penetrationsschritte  beeinflusst  werden.  Einerseits ist eine Zunahme des
Auflosungskoeffizienten und des Diffusionskoeffizienten im Donator zu erwarten,
andererseits sinkt der Verteilungskoeffizient zwischen dem Akzeptor und dem Donator.

4.2. Einfluss von Enhancer

Im folgenden Abschnitt werden die Einfliisse von Enhancer auf die Wirkstoffpenetration
charakterisiert. Im SC bewirkt Enhancer u.a. einer Auflockerung der Keratinstruktur und eine
Veranderung der wasserstoffbriickenabhingigen Proteinstruktur [8, 61, 66, 70, 73]. Dadurch
andert sich einerseits des Diffusionskoeffizienten und andererseits die Lodlichkeit im SC
[109]. Ein Zusammenhang zwischen den beiden Effekten wurden bel mehreren Enhancern
beobachtet [75]. In den meisten Modells zur quantitativen Charakterisierung der Enhancer-
Effekte wurde die Abhingigkeit des Wirkstoffflusses (Flux) durch SC oder des
Permeationskoeffizienten von der Enhancer-Konzentration bestimmt [7, 35, 36, 69, 132].
Diese Parameter umfassen beide Effekte von Enhancer. Eine genauere Differenzierung der
Wirkung des einzelnen Effektes ist damit nicht moglich.
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In der vorliegenden Arbeit soll Propylenglykol (PG) als Enhancer betrachtet werden. In
mehreren Arbeiten wurde die Enhancer-Wirkung von PG experimentell bewiesen [5, 26, 65,
67]. In niedriger Konzentration wirkt PG wie ein typisches Enhancer, d.h. PG beeinflusst die
Wirkstoffpenetration hauptsichlich durch eine Anderung der Wirkstoffloslichkeit und des
Wirkstoffdiffusionskoeffizienten im Akzeptor. In hoherer Konzentration (ab 40 %) wird
zusitzlich die Eigenschaft des Donators erheblich beeinflusst. Durch die Abnahme der PG-
Konzentration im Donator infolge der PG-Penetration in den Akzeptor entsteht wahrend des
Penetrationsprozesses eine iibersittigte Losung. Dadurch wird die Wirkstoffpenetration in den
Akzeptor begiinstigt. Weiterhin besitzt in diesem Fall auch die Co-Penetration durch PG
einen groBeren Einfluss. Durch den massiven PG-Strom vom Donator zum Akzeptor
diffundiert ein groer Teil des im PG gelosten Wirkstoffes in den Akzeptor (,,solvent drag*-
Mechanismus) [11]. Dieser Effekt wird auch als konvektive Penetration bezeichnet [43]. Er
wurde in einem Kompartimentmodell von Huth charakterisiert [44, 45]. In der vorliegenden
Arbeit soll nur der Einfluss von PG auf den Akzeptorbereich charakterisiert werden. Aus
diesem Grund wurden hauptsichlich Formulierungen mit niedriger PG-Konzentration
untersucht.

Im Fall der Wirkstoffpenetration aus Vaseline-Suspensionen mit einem PG-Zusatz penetriert
PG in den Akzeptor. Aufgrund der fliissigen Konsistenz von PG wird angenommen, dass der
Konzentrationsausgleich von PG im halbfesten Donator viel schneller als der
Diffusionsprozess im Akzeptor ist. Demzufolge wird fiir den Donatorbereich keine
Ortsabhingigkeit der PG-Konzentration angenommen.

Nach dem Massenerhaltungssatz gilt fiir die PG-Konzentration im Donator:

1"
Co. pa ()= Cocso - = are (x,t)dx - (4.2.14)
D Iy
dabei sind cp.pc UNd Crao die Konzentration von PG im Donator wihrend bzw. am Anfang des
Penetrationsprozesses, ca.rc die Konzentration von PG im Akzeptor, |, die Donatordicke.
Im Akzeptor gilt fiir die PG-Diffusion das zweite Fick'sche Gesetz:

TChrps _ 1%, 4.2.15
#PG =D, oo 7‘";2'36 , ( )
dabei ist Darsder Diffusionskoeffizient von PG im Akzeptor.
Fiir den rechten Rand des Akzeptors gilt entweder die Nullstrom-Bedingung:

fICa po (' DA’ t) =0 im in-vitro Experiment, (4.2.16)
x
oder die sink-Bedingung im Fall einesin-vivo Experiments:
Ca PG(IDA’t)zo ' (4.2.17)

PG erhoht den Diffusionskoeffizienten und die Loslichkeit des Wirkstoffes im Akzeptor.
Somit sind der Diffusionskoeffizient D und die Sittigungskonzentration des Wirkstoffes ce
im Enhancer-haltigen Akzeptor as Funktionen der Enhancer-K onzentration cpc zu betrachten:

Dpe = f(Cars) (4.2.18)
Coe =9Cars) (4.2.19)

Diese Abhingigkeit kann aus den experimentellen Daten durch eine Polynomanpassung
beschrieben werden. Eine erste Naherung ist eine lineare Abhiangigkeit [62, 108]:

Dpe =Da+KpeCh p (4.2.20)
Core = Cep T KoCp. pg (4.2.21)

dabei sind Da und cs der Diffusionskoeffizient bzw. die Sittigungskonzentration des
Wirkstoffes im Enhancer-freien Akzeptor.
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Da die PG-Konzentration im Akzeptor zeit- und ortsabhangig ist, ist es mit dem zweiten
Fick’schen Diffusionsgesetz nicht moglich, die Wirkstoffdiffusion im gesamten
Akzeptorbereich zu beschreiben. Um das zweite Fick’sche Diffusionsgesetz weiterhin
verwenden zu konnen, wird der Akzeptor in mehrere diinne Schichten geteilt. Fir jede
Schicht i wird nur ein Diffusionskoeffizient und eine Lodlichkeit des Wirkstoffes
angenommen. Diese beiden Parameter sind von der mittleren PG-Konzentration in jeder
einzelnen Schicht abhingig.

Da innerhab einer Schicht der Diffusionskoeffizient und die Léslichkeit vom Wirkstoff
konstant ist, kann die Diffusion innerhalb einer Schicht mit dem zweiten Fick'schen
Diffusionsgesetz beschrieben werden:

. 2 .
Tea) 0,.0)] CAZ(I) . (4.2.22)
fit fix
An den Grenzflachen zwischen zwei benachbarten Schichten i und i+1 gelten die dhnliche

Beziehung wie fiir den Ubergang zwischen dem Donator und dem Akzeptor [29]:

Coy (1 +1)= CSéLi(Ji')l)cqu) , (4.2.23)
.+l (Tl @220
fix ix

dabel ist ¢ die Wirkstoffkonzentration an der Grenzflache zwischen Schichteni und i+ 1.

In der Arbeit von Liu wurde ein dhnlicher Ansatz zur Charakterisierung des Enhancer-Effekts
von Ethanol verwendet. Jedoch wurde nur die Penetration im ,statedy-state” mit
entsprechenden V ereinfachungen untersucht [60].

Die Freisetzung im Donator sowie die Bedingung fiir den rechten Rand des Akzeptors bleiben
unveriandert und werden mit den Gleichungen 4.1.5-4.1.10 und 4.1.12, 4.1.13 beschrieben.
Um das Model noch Iosbar zu halten, wird angenommen, dass die Anderung der
Donatoreigenschaften durch der Enhancer vernachldssigt werden konnen. Spitere Arbeiten
konnen das Modell an dieser Stelle erganzen.

4.3. Diffusion im heterogenen Akzeptor

Die Gleichung 4.1.11 gelten nur fiir einen Akzeptor mit nur einem Diffusionskoeffizienten.
Diese Bedingung ist fiir die Penetration ins SC nicht erfiillt, da der Diffusionskoeffizient mit
der SC-Tiefe zunimmt, das Modell benétigt dafiir eine dhnliche Erweiterung wie im Modell
zur Beschreibung des PG-Einflusses. Zur Vereinfachung des Modells wurde der Akzeptor
statt in zahlreiche nur in wenigen virtuellen Schichten geteilt. Diese Anzahl entspricht der
Anzahl der moglichen Messbereiche. Im PAS-Experiment kann die Penetration ins SC mit
fiinf Modulationsfrequenzen verfolgt werden. Damit stehen fiinf Abtasttiefen zur Verfiigung.
Zufolge wurde der Akzeptor in sechs virtuellen Schichten getellt, fiinf entsprechen den fiinf
Modulationsfrequenzen, der sechste Schicht ist der nicht erfasste Bereich des Akzeptors.
Diese grobe Eintellung des Akzeptors ist mit einem groflen Fehler behaftet, jedoch ist der
Diffusionskoeffizient in jeder Schicht experimentell zugéngig. Ein Modell mit einer feineren
Teilung ist genauer, hat aber wegen der nicht zugiangigen Diffusionskoeffizienten nur
theoreti sche Bedeutung.

Ein weiterer Unterschied zum Enhancer-Modell liegt in der Annahme, dass die
Wirkstoffloslichkeit im gesamten Akzeptorbereich konstant ist. Zur Beschreibung des Flusses
zwischen zwei benachbarten Schichten gilt:

D, ( +1)‘”CAgﬂ E‘(*l) _ DA(i)'”CAg(i) firi =1..6 (4.3.24)

Ix
Dieiibrige Teile des Modells, die Beschreibung der Freisetzung und die Diffusion im Donator
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sowie die Diffusion durch die Grenzfliche oder am Donatorrand bzw. am Akzeptorrand,
bleiben unveriandert.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Verwendete Chemiekalien

Als Modéelarzneistoffe dienten Dithranol, Ketoconazol, Methoxsalen und Clotrimazol. Fir
die Experimente mit SC wurde die Modellsubstanz Undecanitril verwendet. Zur
Verbesserung der Freisetzung aus dem Vehikel wurde diinnfliissiges Paraffin eingesetzt.

Arznei- und Hilfsstoffe Hersteller Kat.-Nr.
Dithranol Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland) D2773
K etoconazol Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland) K1003
Methoxsalen Sigma-Aldrich Chemie (Delsenhofen, Deutschland) MO0505
Clotrimazol Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland) C6019
Undecanitril Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland)  R277878
Vaseline Sigma-Aldrich Chemie (Delsenhofen, Deutschland) 16415
Propylenglykol Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland) PA4347
Diinnfliissiges Paraffin ~ Sigma-Aldrich Chemie (Delsenhofen, Deutschland) 18512
Dodecanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 4498.1
Collodium Caesar-Lorenz (Hilden, Deutschland) 7193

Tabelle 1: Verwendete Chemiekalien

5.2. Praparationsmethoden

5.2.1. Wahl des Akzeptors

Humane Haut unterliegt als Penetrationsbarriere gro3en natiirlichen Schwankungen, die oft zu
unbefriedigenden  statistischen  Ergebnissen  fiilhren.  Als  Schwierigkeiten  bei
Penetrationsuntersuchungen miissen z.B. die schwer zu erreichende optimale Lagerung und
das begrenzte Kontingent an zur Verfiigung stehender Haut in Betracht gezogen werden.
Experimente, die versuchen, den Enhancer-Einfluss auf die Wirkstoffpenetration zu
bestimmen, sind auf Grund der beschriebenen Komplexitit vom SC und der Interaktion der
Enhancer mit dem Akzeptor besonders schwer auszuwerten.

Diese Griinde fiihrten zur Entwicklung von in-vitro Modellsystemen mit Membranen als
Akzeptor, u.a. Glycerol-, Cellophan-, Isopropylmyristat-, Silikon-Membran [65, 74, 96, 101,
122]. Diein-vitro Experimente am Membranmodellsystem, die dieser Arbeit zugrunde liegen,
wurden mit DDC-Membranen als Akzeptor durchgefiihrt. Damit sollen die Eigenschaften der
Hautlipide simuliert werden. Durch eine standardisierte Herstellungsmethode kann die
Eigenschaft der DDC-Membran nahezu konstant erhalten werden. Durch den Vergleich der
Wirkstoffpenetration in die Membran ist es moglich, die Einfliisse der verschiedenen
Faktoren auf den Freisetzungs- und Penetrationsprozess zu charakterisieren. Obwohl die in-
vivo und in-vitro Experimente grofle Unterschiede aufweisen, existiert jedoch bis zu einem
gewissen Grad eine Korrelation zwischen den Ergebnissen der Experimente [118]. Die in-
vitro Experimente dienen oft als Vorversuche fiir in-vivo Experimente. In machen Fillen
konnen wegen der erforderlichen konstanten Bedingungen bestimmte Parameter nur in in-
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vitro Experiment bestimmen werden.

Um die in-vitro Anwendungsmoglichkeit der spektroskopischen Methoden zu untersuchen,
wurden zusitzlich zu den Versuchen mit DDC-Membran auch die Penetrationsexperimente
am SC durchgefiihrt.

5.2.2. Herstellung der DDC-Membranen
Die Akzeptor-Membran besteht aus einer Collodiummatrix, in die das Lipid Dodecanol

eingebettet ist.

Fir die Praparation der Membran wurde nach folgender Rezeptur verfahren:
Dodecanal 409
Ether/Ethanol (8,5:1,5v/v) ad 100,09
Collodiumlésung 4% ad 200,0 g.

Die Herstellung wird nach der Methode von Neubert und Fiirst durchgefiihrt [71]. Dodecanol
wurde im Ether/Ethanol gelost und mit der Collodiumlosung gemischt. Die entstandene
Mischung wurde auf ein Folienziehgerit (Eigenbau, Werkstatt der MLU) gegeben. Nach der
Abdampfung des L 6sungsmittel sgemisches wurde die Membran von der Platte abgel6st, dann
in kleine Stiicke geschnitten. Zur Aufbewahrung wurden die Membran-Stiicke zwischen
Filterbldttern im Exsikkator tiber Silicagel gelagert.

5.2.3. Praparation von Stratum corneum

Die Aufarbeitung der intakten Haut wurden nach Kligman vorgenommen. Dazu wurden die
oberste Hautschicht (SC mit einem Restteil von Epidermis) mit Wasser gewaschen, dann auf
Aluminiumfolie bel 4°C 14 h getrocknet. Weiter wurde die Haut mit der Epidermisseite nach
unten zeigend auf einem mit Trypsin getrankten Filterpapier-Stafel bel 37°C aufgelegt. Dazu
wird eine Losung mit 0,01 % Trypsin und 0,5% NaHCO; hergestellt. Trypsin spaltet in
Abhiangigkeit vom pH-Wert, der Temperatur, der Einwirkzeit und der Konzentration
Peptidbindungen zwischen lebender Epidermis und dem SC. Unter Verwendung NaHCO;
wurde der pH-Wert auf 8.5 fiir die optimale Aktivitiat des Enzyms eingestellt. Nach einer
Einwirkzeit von ca. 12 h werden die Filterblatter in destilliertem Wasser flottiert. Dabel
verbleiben Epidermisreste auf dem zu Boden sinkenden Filterpapier. Die schwimmenden SC-
Membranen wurden vorsichtig mit Wasser abgespiilt und zum Trocken fiir 14 h bei 4°C auf
Aluminiumfolie ausgebreitet. Die getrocknete Membranen werden in Aluminiumfolie
verpackt, dann bei 4°C und bei 20% relativer Luftfeuchte in einer Kammer aufbewahrt.

5.2.4. Herstellung der Suspensionen

Die eingewogene Arzneistoffmenge wird im Morser mit dem der jeweiligen Rezeptur
entsprechenden Anteil an Vaseline angerieben. Eine kurze Erwirmung der Suspension
ermoglicht eine homogene Wirkstoffverteilung in der Suspension. Bei den Suspensionen mit
einer zusitzlichen Komponente wird nach deren Zugabe (diinnflissiges Paraffin bzw.
Propylenglykol) nochmals gut geriihrt. Nach der Priaparation wurde die Suspension
mindestens einen Tag bel Raumtemperatur aufbewahrt. Damit wurde sicher gestellt, dass das
Gleichgewicht zwischen dem fliissigen und festen Anteil von Vaseline wiederhergestellt wird.
Fiir die Untersuchung des Einflusses vom diinnfliissigen Paraffin wurden Suspensionen mit
5%; 10%; 15% und 20% diinnfliissigem Paraffin Zusatz hergestellt. Fir die Untersuchung des
Einflusses von PG wurden Suspensionen mit 2,5%; 5%; 7,5% und 10% PG hergestellt.

5.3. Messmethoden

Alle Experimente der spektroskopischen Untersuchungen wurden an enem FTIR
Spektrometer IFS 28 der Firma Bruker (Karlsruhe) durchgefiihrt. In den Versuchen wird

32



Experimenteller Tell

jeweils eine Applikationsmenge von 2 mg/cm? aufgetragen: die Dicke des Donators betriagt
dementsprechend ca. 27 um, also vergleichbar mit der Dicke der DCC-Membran. Mit dieser
Wahl soll erreicht werden, dass der Donator einen gleichrangigen Einfluss auf den
Gesamtprozess wie der Akzeptor hat.

Die Vorbereitungszeit vom Auftragen der Formulierung bis zum Messungsstart betragt in der
Regel ca 5 min. Der Versuch selbst dauert bis zu 14 Stunden. Um standardisierte
Messbedingungen (L uftfeuchtigkeit, Erschiitterung) zu erreichen, werden die Versuche in der
Nacht durchgefiihrt. Im Hinblick auf die geringeren Umgebungsgerauche ist dies besonders
giinstig fiir die PAS-Experimente. Da die Temperierung des ATR-Kristalls und der PAS-
Messzelle begrenzt ist, wurden alle Experimente bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Da die aufgetragene Suspension und besonders die Membrandicke in wiederholten Versuchen
(dreifache Bestimmung) von Mal zu Mal sich unterschieden, wurden die Experimente einzeln
ausgewertet. Erst die berechneten Parameter z.B. der Diffusionskoeffizient wurden statistisch
ausgewertet. Eine direkte statische Auswertung der Messdaten bringt keine sinnvollen
Ergebnissen, da die Schwankung der Donator- und Akzeptorparameter, insbesondere der
Membrandicke, viel gro3er ist als der Fehler, der durch die Messtechnik bedingt ist.

5.3.1. Freisetzungs- und Penetrationsuntersuchungen mit der ATR-
Technik

Fir die Freisetzungs- und Penetrationsuntersuchung mittels ATR wurde eine horizontale
ATR-Einheit mit einer Einfachreflexion von SpectraTec (Shelton, CT, USA) verwendet, die
entsprechend unseren Anforderungen modifiziert wurde (s. Abbildung 10). Das verwendete
Reflexionselement besteht aus ZnSe und hat eine Reflexionsfliche von 2,27 cm? Um eine
Storung durch Wasserdampf zu vermindern, wird die Messkammer des Spektrometers mit
einem trockenen Luftstrom gespiilt. Da der trockene Luftstrom zur Verschlechterung des
Kontaktes zwischen der Membran und dem Reflexionselement fiihrt, wird eine Abdeckung
mit einer Gummidichtung auf dem Kristalltrager angebracht. Die Abdeckung verhindert auch
die Wasserverdunstung bel Experimenten mit SC oder wasserhaltiger Formulierung. Mit der
ATR-Technik wird zum einem die Wirkstofffreisetzung aus dem Donator und zum anderem
die Wirkstoffpenetration in den Akzeptor verfolgt.

L\/

ATR-Kristall

Abbildung 10: Aufbau der horizontalen ATR-Einheit

Im Freisetzungsversuch wird die Akzeptor-Membran zusammen mit einer Plastikschablone
auf einer Aluminiumfolie mit einem Klebeband fixiert. Die Schablone hat eine Offnung, die
genau so groB wie die Reflexionsfliche des ATR-Kristalls ist. Durch diese Offnung wird ca.
4,5 mg Formulierung aufgetragen, das entspricht einer Applikationsmenge von 2 mg/cnm?. Die
Membran mit der Formulierung wird mit einem Stopfbohrer ausgestanzt und mit der
Formulierungsseite auf dem ATR-Kristall aufgelegt (s. Abbildung 11a). Nach 3 min Spiilung
mit trockener Luft werden die IR-Spektren vom Donator aufgenommen. Durch die
abnehmende Intensitit der Wirkstoffbanden im IR-Spektrum kann die Freisetzung des
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Wirkstoffesim Donator ermittelt werden (s. Abbildung 12a).

Membran Suspension
Suspension Membran
€Y (b)
ATR-Kristall ATR-Kristall
IR-Strahl IR-Strahl

Abbildung 11: Probenanordnung in der ATR-Technik fiir das Freisetzungs- (a) und Penetrations- (b)
Experiment

Im Penetrationsexperiment wird die Membran auf dem ATR-Kristall aufgelegt. Dann wird sie
mit Hilfe eines mit Zellstoff umwickelten Glasstabs glatt gestrichen. Dadurch soll ein guter
Kontakt zwischen der Membran und dem Kristall erreicht werden. Danach wird mit Hilfe
einer Schablone ca. 45 mg Formulierung auf der Penetrationsfliche aufgetragen (s.
Abbildung 11b). Zur Verringerung des Fehlers beim Abwiegen der Applikationsmenge ist zu
empfehlen, das Gewicht der ATR-Einheit so klein wie moglich zu halten. Dafiir wurde im
Experiment die originale Halterungsplatte aus Edelmetall durch eine leichtere Platte aus
Aluminium ersetzt.

Nach dem Entfernen des grofiten Teils der feuchten Luft aus der Messkammer durch eine
erhohte Spillung mit trockener Luft (ca 3 min) werden die IR-Spektren des
Wirkstoff/Akzeptor-Systems aufgenommen. Die zunehmende Intensitit der Wirkstoffbande
gibt den Vorgang der Wirkstoffpenetration in den Akzeptor hinein wieder (s. Abbildung 12b).
Alle ATR-Spektren wurden bei einer Auflésung von 2 cm* mit 50 Scans aufgenommen. Eine
Messung dauert 75 s. Fir einen sehr schnellen Penetrationsprozess reichen auch 30 Scans,
damit kann die Messzeit auf 45 s reduziert werden. In den ersten zwei Stunden des Versuchs
wurde alle fiinf Minuten ein Spektrum aufgenommen, danach alle 15 Minuten.

Um die Stérung durch restlichen Wasserdampf zu entfernen, wurden in einem Experiment die
ATR-Spektren der Luft im Probenraum 14 Stunden lang aufgezeichnet. Dies liefert das
zeitabhiangige Signa vom Wasserdampf im Spektrum. Dieser Signalteil wurde von den
Spektren der Freisetzungs- bzw. Penetrationsversuche subtrahiert. Dadurch wird nicht nur das
IR-Signal vom Wasserdampf, sondern auch vom Kohlendioxid in der Luft weitgehend
entfernt (s. Abbildung 13). Ein zusitzliches Hilfsmittel zum Entfernen der Stérung durch
Wasserdampf ist die Spektrumglattung, diesist meistens nicht nétig.
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Abbildung 12: ATR-Spektren des Freistzungs- (a) und Penetrationsexperiments (b) von Ketoconazol aus

einer 2% Vaseline-Suspension zu verschiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von
reinem K etoconazol angegeben.
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Abbildung 13: Entfernung der durch Wasserdampf verursachten Stérungen im ATR-Spektrum im
Penetr ationsexperiment von M ethoxsalen aus einer 2% Vaseline-Suspensionen

5.3.2. Penetrationsuntersuchungen mit der PAS-Technik

Bel der Messung der Penetration mittels PAS wurde eine Messzelle M200 von MTEC (Ames,
USA) mit KBr bzw. ZnSe-Fenster verwendet. Der erste Fenstertyp hat eine hohere
Lichtdurchldssigkeit und liefert daher ein besseres Signal zu Rausch Verhiltnis. Fir eine
wasserhaltige Formulierung und eine Untersuchung mit SC ist das KBr-Fenster jedoch
ungeeignet. In diesem Fall wird das ZnSe-Fenster eingesetzt.

Im PAS-Experiment wurde die Membran auf Aluminiumfolie fixiert und anschlielend die
Formulierung mit Hilfe einer Schablone auf die Membran aufgetragen. Die Membran mit
Formulierung wurde mit einem Stopfenbohrer ausgestanzt. Der Durchmesser der Messprobe
betrigt 9mm, dies entspricht einer Penetrationsfliche von 0,5 cm?. Nach dem Entfernen der
Aluminiumfolie wurde das Donator/Akzeptor System mit der Akzeptorseite nach oben auf
einem Abstandhalter aus Metall aufgelegt (s. Abbildung 6). Mit dem Abstandhalter soll der
Abstand zwischen dem ZnSe-Fenster und der Probe auf 1,1 mm eingestellt werden. Dieser
Abstand ist ein wenig grofer a's die Dicke der thermischen Diffusionsschicht und liefert das
beste Signal/Rausch-Verhiltnis [4]. Mit einem kiirzeren Abstand zwischen der Probe und dem
IR-Fenster kann die RG-Theorie nicht mehr verwendet werden. Ein groflerer Abstand fiihrt
zur einem liangeren Ausbreitungsweg der akustischen Welle im Gasraum. Das hat ein
stiarkeres Rauschen zur Folge. Die Probe und der Abstandhalter wird in einem Probenhalter
platziert und in die Messzelle gebracht, nach einer dreiminiitigen He-Spiilung wurde der
Messraum geschlossen und fiinf Minuten lang mit erhohtem Luftstrom gespiilt. Danach wurde
das Spektrum des Donator/Akzeptor Systems registriert. Anhand der zunehmende
Wirkstoffbanden im Spektren kann die Wirkstoffpenetration in die Membran verfolgt werden
(s. Abbildung 15).

Bel den Untersuchungen zur Tiefenprofilierung wird mit 5 Modulationsfrequenzen (54 Hz, 77

36



Experimenteller Tell

Hz, 112 Hz, 195 Hz und 418 Hz) gemessen. Zwischen zwei Messreithen mit je 5 Frequenzen
liegt eine Messpause von 1 min. Die Messzeit bei jeder Modulationsfrequenz ist
unterschiedlich und abhingig von verschiedenen Messparametern, u.a. Auflésung des
Spektrums, Stabilisierungszeit und Anzahl der Koadditionen (s.u.). Anders als bei ATR-
Technik kann die PAS-Messzeit nicht vernachldassigen werden. Um den dadurch erzeugte
Messfehler zu verringern, werden alle Messparameter so optimieren, dass die Messzeit so
kurz wie moglich gehalten wird.

Intersitatsmodulierter

IR-Strahl
\¢

IR-Fenster

Mikrophone

Membran ¥
Suspension

Abstandhalter

Probenhalter

Abbildung 14: Probeanordnung fiir das Penetrationsexperiment mit Hilfe der PAS-Technik

Um geriteabhangige Fehler auszuschlie3en, werden alle PAS-Spektren mit Hilfe der ,,carbon
black® Referenzprobe normiert [126]. Im Experiment wurden alle Spektren mit einer
Auflosung 10 cmrt aufgenommen. Obwohl sie viel grofier als die Auflésung bei der ATR-
Messung ist, reicht sie vollig fiir eine quantitative Auswertung aus. Eine Verbesserung der
Auflésung auf 8 cm™ ist moglich, sie verlingert die Messzeit erheblich, bringt aber keinen
nennenswerten Vortell wegen der relativ breiten PAS-Banden.

Der Fehler bedingt durch die Digitalisierung wird nachtraglich korrigiert, dabel wird der
Spektralbereich zwischen 600 cm™ und 3000 cm™ nachtriglich mit einem zusitzlichen
Zerofilling-Faktor von 8 berechnet (s. Abbildung 16) [77]. Der glatte Kurvenverlauf
verbessert die Ergebnisse der Spektrennormierung und der quantitativen Auswertung der
Spektralbande.

Im Phasenmodul ation-Modus benétigt der Spiegel nach jedem Schritt eine Stabilisierungszeit,
um in den Ruhezustand zu gelangen. Je hoher der Modulationsfrequenz ist, desto langer ist
die Stabilisierungszeit, bel ener Modulationsfrequenz von 418 Hz betragt die
Stabilisierungszeit 150 ms, beli 195 Hz 125 ms, bei den iibrigen Frequenzen 75 ms.

Eine hohe Anzahl von Koadditionen, also die Anzahl der wiederholten Messungen an einem
Interferogrampunkt, verbessert das Signal/Rausch-Verhiltnis, verlangert die Messzeit jedoch
erheblich. Bei niedrigen Modulationsfrequenzen, wo das Signal/Rausch-Verhiltnis gut ist,
wird eine kleine Anzahl von Koadditionen gewihlt, bei Frequenzen unterhalb 112 Hz 10
Koadditionen. Bei hohen Modulationsfrequenzen, wo das Rauschen stark ist, wird eine
grolere Anzahl von Koadditionen benétigt, bei 195 Hz 20 Koadditionen und bei 418 Hz 40
Koadditionen. Trotz der optimierten Messparameter betragt die Messzeit bei der PAS
Technik immer noch zwischen 6-8 min (s. Tabelle 2).
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Abbildung 15: PAS-Spektren des Penetrationsexperiments von Methoxsalen aus einer 2% Vaseline-

Suspension zu ver schiedenen Zeitpunkten.
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Abbildung 16: Verbesserung der digitalen Auflosung des PAS-Spektrumsdurch Zerofilling
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Modulationsfrequenz [Hz] Stabilisierungszeit[ms]  Koaddition Messzeit [min]
54 75 10 6,9
77 75 10 6,6
112 75 10 59
195 125 20 6,3
418 150 40 8,1

Tabelle 2: Messparameter im Penetrationsexperiment in die Membran mit Hilfe der PAS-Technik. Alle
PAS-Spektren wurden mit der M odulationsamplitude 2 | e aufgenommen.

5.3.3. Penetrationsuntersuchungen an humanem Stratum corneum

Um die Moglichkeiten der PAS-Technik zur Untersuchung der Penetration in die Haut zu
priifen, wurde die Penetration von Undecanitril in SC untersucht. Wegen der thermischen
Eigenschaft von SC und die Verschlechterung der Messbedingung durch Wasser im SC und
Wasserdampf im Gasraum kann nur eine Substanz mit sehr intensiven |R-Banden quantitativ
mit der PAS-Technik bestimmt werden. Dadie C° N Gruppe von Undecanitril eine intensive
IR-Bande hat, wurde dieser Substanz gewihlt, obwohl sie keine pharmazeutische Relevanz
hat.

Eine Stunde vor dem Experiment wird das SC-Stiick aus der Feuchtkammer entnommen,
dann zur Wiederbefeuchtung zusammen mit befeuchteten Filterblattern in  einer
Aluminiumfolie verpackt. Das Experiment selbst wurde analog wie das mit der kiinstlichen
Membran durchgefiihrt. Bei der Untersuchung zur Charakterisierung der Tiefenprofilierung
vom SC wurden mit 5 Modulationsfrequenzen gemessen (s. Tabelle 3).

Modulationsfrequenz [Hz] Stabilisierungszeit [ms]  Koaddition Messzeit [min]
13,5 50 4 8,6
19 50 4 9,2
32,5 75 6 8,7
54 75 15 9,6
122 75 20 10,3

Tabelle 3: Messparameter im Penetrationsexperiment im SC mit Hilfe der PAS-Technik

5.3.4. Quantitative Auswertung der Spektren

Die quantitative Auswertung der Spektraldaten durchldauft mehrere Schritte. Zuerst werden
die unspezifischen Anderungen im Spektrum, u.a. die geritespezifischen Fehler oder die
durch Wasserdampf verursachten Stérungen, entfernt. anschlieSend werden alle Spektren der
Messreihe mit der Minimum-Maximum Methode auf eine konstante Spektralbande normiert
[77]. Als konstante Spektralbande wurde in den meisten Fillen eine intensive Bande der
Membranspektren gewahlt. Mit der Spektrennormierung sollen alle unspezifischen
Schwankungen durch veridnderte Messbedingungen wie z.B. die Qualitit des Luftstroms zur
Spiilung des Messraums, die Temperatur im Messraum, die Umgebungsgerausche bel den
PAS-Messungen oder die Verschlechterung des Kontaktes zwischen der Membran und dem
ZnSe-Kristall bel ATR-Messungen wahrend der Versuchdauer ausgeschlossen werden.

Der nachfolgende Schritt besteht darin, die auswertbaren Spektralbereiche zu finden. Diese
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Bereiche sind in den Differenzspektren leicht zu erkennen. Dazu wird von jedem Spektrum
das Spektrum der reinen Umgebung (d.h. im Penetrationsversuch das Membranspektrum und
im Freisetzungsversuch das Formulierungsgrundlage-Spektrum) subtrahiert. Als Differenz
bleiben nur noch die Bereiche mit Anderungen durch den Wirkstoff iibrig. Die
Differenzspektren spiegeln meist mehrere intensive Spektralbanden des reinen Wirkstoffes
wieder (s. Abbildung 17). Sie besitzen allerdings ein anderes Bandenintensititsverhaltnis.
Eine Verschiebung der Bandenposition in Differenzspektren gegeniiber den reinen
Wirkstoffspektren deutet auf eine Wechselwirkung zwischen der entsprechenden Teilstruktur
der Wirkstoffmolekile und deren Umgebung (Molekille des Akzeptor- bzw.
Donatormediums) hin. In diesem Fall gilt oft die lineare Abhingigkeit zwischen der
Bandenintensitat und der erfassten Wirkstoffmenge nicht mehr. Aus diesem Grund sollten
Banden mit auffilligen Verschiebung nicht zur quantitativen Auswertung genutzt werden.

Zur quantitativen Auswertung der Spektraldaten wurde die multivariate Methode Quant2 der
Software OPUS verwendet [77]. Diese Methode gestattet verbesserte Aussagen im Vergleich
zur Betrachtung einzelner Variablen, insbesondere wenn Uberlagerungen von Banden des
Wirkstoffes und des Akzeptors vorliegen. Die Aufgabe der multivariaten Methode besteht
darin, aus den spektroskopischen Daten in Form des Extinktionsvektors auf die Konzentration
der Komponente in Form des Konzentrationsvektors zu schlieen. Die Verkniipfung von
beiden Vektoren ist durch die Faktormatrix gegeben:

Eu ki 00 o
e u_¢ ue u oder: =KC | 5.3.1
é---u_e ------------ L@- ’ ( )

U

@EnH g(n,l"'kn,ntg:ng
hierbel  kennzeichnet E den Extinktionsvektor, K die Faktormatrix und C den
K onzentrationsvektor.
Die Faktormatrix K wird durch eine Kalibrierung bestimmt. Um eindeutige Ergebnisse zu
erreichen, soll die Anzahl der spektralen Datenpunkte der Kalibrierung groB3er sein als die
Anzahl der zu bestimmenden Komponente. Damit ist die Dimension des Extinktionsvektors E
groBer as die des Konzentrationsvektors C (iiberbestimmtes System). Zur Losung dieses
linearen Gleichungssystems wurde das |east-squares Verfahren verwendet.
Die Kalibrierung fiir die Freisetzungsexperimente erfordert einen geringeren Aufwand.
Hierfiir wurden Formulierungen mit unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen vorbereitet
und deren Spektren aufgenommen. Die Spektralbereiche fiir die Kalibrierung werden nach
den Bereichen fiir die quantitative Auswertung im Freisetzungsversuch orientiert (s.
Abbildung 18). Die OPUS Software erméglicht es weiterhin, anhand von Validierungstests
(Vorhersage vs. Wahr, Differenz vs. Wahr, RMSEP vs. Rang) die Qualitat der Kalibrierung
zu kontrollieren (s. Abbildung 19) [77].
Die Kalibrierung fiir die Penetrationsexperimente gestaltete sich wesentlich schwerer. Die
Herstellung einer Membran mit einer eingestellten Wirkstoffkonzentration ist schwierig, da
der Wirkstoff wihrend des Losungsmittelverdunstungsprozesses bel der Membran-
Praparation rekristallisiert und sich ungleichmiafBig in der Membran verteilt.
Eine andere Methode, die Wirkstoffkonzentration in der Membran nachtraglich zu
bestimmen, verursacht einen zu groien Fehler auf Grund des zusitzlichen Schritts der
Wirkstoff-Extraktion aus der Membran. Zur Vereinfachung der Kalibrierung im
Penetrationsexperiment wird angenommen, dass die Wirkstoffkonzentration im Akzeptor zum
Zeitpunkt t = 0 gleich Null ist und zum Zeitpunkt t = ¥ der Konzentration im Gleichgewicht
entspricht. Mit diesen beiden Werten wird die Wirkstoffkonzentration mit Hilfe von Quant 2
berechnet.
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Wirkstoff

Clotrimazol
Dithranol

K etoconazol
Methoxsalen

Spektralbereich zur quantitativen Auswertung
im Freisetzungsexperiment [cm™]

719-783, 850-958, 992-1123, 1144-1233, 1254-1344, 1509-1628
720-806, 891-959, 1006-1091, 1192-1314, 1326-1312, 1578-1851
733-836, 850-915, 990-1137, 1228-1452, 1479-1566, 1602-1680
704-786, 935-1078, 1292-1362, 1377-1443, 1569-1657, 1690-1743

Tabelle 4: Spektralbereich zur quantitativen Auswertung im Freisetzungsexperiment

Wirkstoff

Clotrimazol
Dithranol

K etoconazol

Methoxsalen

Spektralbereich zur quantitativen Auswertung
im ATR-Penetrationsexperiment [cm™]

729-780, 884-964, 981-1125, 1179-1252, 1382-1489

708-791, 906-940, 1002-1090, 1138-1195, 1192-1252, 1318-1519,
1565-1689

710-774, 854-955, 987-1089, 1140-1235, 1257-1318, 1357-1395,
1426-1502, 1604-1710

704-783, 801-905, 930-1193, 1204-1237, 1315-1418, 1569-1753

Tabelle 5: Spektralbereich zur quantitativen Auswertung im AT R-Penetrationsexperiment

Wirkstoff

Clotrimazol
Dithranol

K etoconazol
Methoxsalen

Spektralbereich zur quantitativen Auswertung
im PAS-Penetrationsexperiment [cm™]

992-1079, 1098-1151, 1167-1381, 1436-1528, 1549-1623, 1681-1762
1004-1078, 1190-1274, 1325-1405, 1409-1701, 1755-1884
975-1078, 1140-1313, 1410-1574, 1617-1714, 1775-1901

989-1101, 1150-1253, 1280-1379, 1383-1445, 1483-1625, 1635-1897

Tabelle 6: Spektralbereich zur quantitativen Auswertung im PAS-Penetr ationsexperiment
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Abbildung 17: ATR-Original- und Differenzspektren des Penetrationsexperiments von Methoxsalen aus
einer 2% Vasedline-Suspension
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Abbildung 18: Spektrumbereich zur Kalibrierung im Freisetzungsexperiment (markierter Bereich) von
Vaseline und Vaseline-Suspensionen mit 0,2% ; 0,5% und 1% K etoconazol
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Abbildung 19: Validierungstest fiir die Kalibrierung im Freisetzungsexperiment von Ketoconazol aus
einer Vaseline-Suspension, die vor her gesagte K onzentration gegen wahre Konzentration, R? = 0,9978
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5.4. Charakterisierung der Modellsysteme

Um den Freisetzungss und Penetrationsprozess zu beschreiben, werden mehrere
Systemparameter benétigt. Ein Teil der Parameter kann aus der Literatur entnommen werden.
Mehrere Parameter, wie u.a. der Diffusionskoeffizient vom Wirkstoff im Donator und
Akzeptor, der Auflosungskoeffizient und die Loslichkeit miissen experimentell bestimmt
werden.

5.4.1. Schichtdickenbestimmung

Zur Bestimmung der Schichtdicke von Membran und SC wurde ein Schichtdickenmessgeriit
(Heidenhain, Deutschland) verwendet. Herstellungsbedingt variiert die Membrandicke
zwischen 24-29 um. Vor jedem Versuch wurde die Dicke der verwendeten Membran
bestimmt.

5.4.2. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in der Membran

54.2.1.Bestimmung des Diffusonskoeffizienten mit Hilfe enes
modifizierten Liberationsmodells

Zur Bestimmung des Diffusionskoeffzienten in der Membran wurde ein modifiziertes
Liberationsmodell nach First verwendet (s. Abbildung 20) [81]. Das Modell besteht aus einer
Donatorkammer und einer Akzeptorkammer [95]. Die Donatorkammer mit einem Volumen
von 5 ml wurde mit einer wirkstoffgesittigten Losung im Dodecanol/Ethanol-Gemisch
gefiillt. Die Akzeptorkammer mit einem Volumen von 100 ml wurde mit Dodecanol/Ethanol-
Gemisch gefiilllt. Nach dem Eintauchen der Donatorkammer in die Akzeptorkammer
penetriert der Wirkstoff vom Donator durch die Membran in den Akzeptor. Durch ein
intensives Riihren des Akzeptorvolumens wurde die Homogenitit des Akzeptors erreicht. Aus
der Akzeptorkammer wurde ale 5 min 1 ml Probe enthommen. Das entzogene
Fliissigkeitsvolumen wurde erginzt. Die Wirkstoffkonzentration in der Probe wird mit UV-
oder Fluoreszenzspektroskopie bestimmt.

Membran

Akzeptor Donator

Abbildung 20: Experimentanordnung zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in der Membran durch
den Pemeationskoeffizient mit Hilfe eines modifizierten Liberationsmodells

Mit Hilfe des mathematischen Modells von Lippold wurde der Permeationskoeffizient von
der Membran bestimmt (s. Abbildung 21) [59]. Im Modell wird angenommen, dass eine
konstante Konzentration an den beiden Seiten der Membran vorliegt, an der Seite zur
Donatorkammer die Sittigungskonzentration und an der Seite zur Akzeptorkammer die sink-
Bedingung wegen des vielfach groBeren Volumens der Akzeptorkammer. Fir die
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Konzentration im Akzeptor gilt:

IogKC:-ﬂt mit KC:M ,
2,303V G- ct® ¥)

dabei ist ¢ die Konzentration in der Donatorkammer, c, die Anfangskonzentration in der
Donatorkammer, P der Pemeationskoeffizient der Membran, A die Membranfliche der
Membran, Q der Verteillungskoeffizient zwischen der Membran und dem Akzeptormedium
und V Donatorvolumen.

(5.4.1)

Aus dem Permeationskoeffizient P und der Membranschichtdicke | wurde der
Diffusionskoeffizient der Membran D berechnet:
D:F. (5.4.2)
Wirkstoff Diffusionskoeffizient in der Membran [ 10°cm?s?]

Clotrimazol 14,58 + 3,53

Dithranol 2,31+ 0,28

K etoconazol 11,12+ 3,05

Methoxsalen 19,82 + 6,16

Tabelle 7: Wirkstoffdiffusionskoeffizient in der DDC-Membran, bestimmt mit Hilfe eines modifizierten
Liberationsmodells
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Abbildung 21: Halblogarithmische Auftragung von Kc als Funktion der Zeit. Ergebnis des Experiments
zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von Clotrimazol in der Membran mit Hilfe eines
modifizierten Liberationsmodells.

5.4.2.2.Bestimmung des Diffusionsk oeffizienten mit der ATR-Technik

Die ATR-Technik wurde bereits zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von
verschiedenen Fliissigkeiten in einer Membran oder halbfesten Formulierungen eingesetzt
[64, 131]. Um den Diffusionskoeffizient vom Wirkstoff in der Membran mit der ATR-
Technik mit einem moglichst kleinen Fehler bestimmen zu kénnen, soll das Experiment so
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gestattet werden, dass nur wenige und moglichst direkt bestimmbare Parameter zur
Berechnung herangezogen werden.

Wie im Penetrationsexperiment wird die Membran auf die Kristalloberflache aufgelegt und
glatt gestrichen. Als Donator wird eine Mischung vom Wirkstoff (20%) und diinnfliissigem
Paraffin (80%) verwendet. Unmittelbar nach kréaftigem Schiitteln werden 10 ul dieser
Mischung auf die Membran aufgetragen. Nach sehr kurzer Zeit (ca. 5 min) ist die Oberflache
der Membran fast vollstindig mit Wirkstoffkristallen, umgebend von einer mit Wirkstoff
gesittigten Paraffinlosung, bedeckt (s. Abbildung 22). Aus der diinnfliissigen Paraffinlosung
diffundiert der Wirkstoff in die Membran. Wegen des stindigen Nachlésens der
Wirkstoffkristalle wird angenommen, dass wihrend des gesamten Experimentes immer eine
gesittigte Konzentration in der Paraffinschicht an der Membranoberflache vorliegt. Somit
entspricht die Konzentration in der Membran an der Grenzflache der Sittigungskonzentration
in der Membran. Durch die Zunahme der Wirkstoffbanden in ATR-Spektren kann die
Konzentrationssteigerung in der Membran verfolgt werden.

Dinnfliissiges Paraffin
Wirstoffkristalle

.o 111 1 1 1 11111

Membran

ATR-Kristall

Abbildung 22: Schematische Darstellung der ATR-Technik zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten
in der Membran

Fir die Wirkstoffpenetration in die Membran gilt:

c,(x,0)=0: (5.4.3)
c (0.t)=cq, - (5.4.4)
fiea _ g Tca fiir 0 < x < I, (5.4.5)
e
feat) g . (5.4.6)
x

Um den Diffussionskoeffizient D, zu bestimmen, werden nur die Sittigungskonzentration in
der Membran cs und die Membrandicke |, benctigt.

Mit Hilfe des mathematischen Modells und des Auswertungsmodells fiir die ATR-Messung
(s. Kapitel 3.1) kann der Diffusionskoeffizient durch eine Kurvenanpassung berechnet werden
(s. Abbildung 23).

Der Vortell der Liberationsmethode gegeniiber der ATR-Methode ist die enfache
Berechnung des Diffusionskoeffizienten. Diese Methode hat aber auch einen grofien Nachteil,
wegen des Kontaktes zwischen der Membran und dem grofien Losungsmittelvolumen in der
Akzeptorkammer kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Zusammensetzung der
Membran wihrend des Experimentes unverandert bleibt. Einerseits kann Dodecanol aus der
Membran herausgel6st werden, andererseits dringt das Losungsmittel in groer Masse in die
Membran ein. Aus diessm Grund ist der mit der Liberationsmethode bestimmte
,Diffusionskoeffizient gro3er als der mit der ATR-Methode. Zur spiteren Berechnung wurden
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die Ergebnisse der |etzteren verwendet.
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Abbildung 23:. Zunahme der normierten Signalintensitit von Ketoconazol im ATR-Experiment zur
Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von K etoconazol in der Membran

Wirkstoff Diffusionskoeffizient in der Membran [ 10°cm?s? ]
Clotrimazol 2,10+ 0,38
Dithranol 1,36 £ 0,25
K etoconazol 6,45+ 0,70
Methoxsalen 12,6+ 1,08

Tabelle 8: Wirkstoffdiffusionskoeffizient in der DDC-Membran, bestimmt mit der ATR-Technik

5.4.3. Bestimmung des Diffusionskoeffizienten in flussigen und
halbfesten Medien

Zur Beschreibung der Freisetzung im Donator wird neben dem Diffusionskoeffizienten in der
Membran auch der Diffusionskoeffizient in Vaseline benétigt. Der letztere Parameter wird
mit Hilfe der Gleichung 4.1.3 und des Diffusionskoeffizienten im fliissigen Paraffin bestimmt
[37]. Dazu wird das Wirkstoffpulver im fliissigem Paraffin suspendiert. Unmittelbar danach
werden 10 pl dieser Mischung auf den ATR-Kristall aufgetragen. Nach ca. 30 Minuten waren
die Wirkstoffkristalle vollstandig auf dem ATR-Kristall sedimentiert. Anhand der Zunahme
der Wirkstoffbande in den ATR-Spektren kann dieser Prozesses gut verfolgt werden. Die
Absorption stammt aus den Wirkstoffkristallen auf der Oberflache des ATR-Kristall. Danach
wird vorsichtigt eine Membran auf die Fliissigkeitschicht aufgelegt (s. Abbildung 24).

Infolge der Wirkstoffdiffusion in die Membran nimmt des ungel osten Wirkstoffanteils auf der
ATR Kristalloberfliche ab. Diese Abnahme wurde anhand der abnehmenden Intensitit der
Wirkstoffbande in den ATR-Spektren verfolgt (s. Abbildung 25).
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Membran
|
° Diinnfliissiges Paraffin
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Abbildung 24: Experimentanordnung zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten im diinnfliissigen
Paraffin mit Hilfe der ATR-Technik

Wegen der groien Auflésungsflache der Wirkstoffkristalle wird angenommen, dass in der
suspendierten Schicht stindig eine gesittigte Konzentration vorliegt. Der Penetrationsprozess
kann durch folgende Gleichungen beschrieben werden:

cs(x,t)=cq fir 0£ X £ s (5.4.7)
¢, (x,0)=cq4 - (5.4.8)
c,(x0)=0 (5.4.9)
e 0.8) (5.4.10)
x
e _ g TG fiirls<x<Ip, (5.4.11)
Tt
CA(ID’t):QCD(ID1t) ! (5.4.12)
fea _ g Tca fiir lo< X < lpa, (5.4.13)
"
elont) g (5.4.14)
ix

dabei ist csdie Konzentration vom gelosten Wirkstoff in der suspendierten Schicht und |s die
Dicke der suspendierten Schicht.

Alle Parameter im Gleichungssystem bis auf den Diffusionskoeffizienten im diinnfliissigen
Paraffin Dr sind bekannt. Durch die Kurvenanpassung kann er bestimmt werden (s. Abbildung
26). Aus diesem Parameter und dem Anteil am diinnfliissigen Paraffin in Vaseline kann der
Diffusionskoeffizient in Vaseline berechnet werden.

Wirkstoff Diffusionskoeffizient im diinnfliissigen Paraffin [ 10° cm?s?]
Clotrimazol 10,36+ 1,48
Dithranol 6,23+ 1,12
K etoconazol 12,08 + 2,01
Methoxsalen 40,57 + 5,13

Tabelle 9: Wirkstoffdiffusionskoeffizient im diinnfliissigen Par affin
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Abbildung 25: ATR-Spektren des Experiments zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von

Ketoconazol im diinnfliissigen Par affin
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Abbildung 26: Abnahme der normierten Signalintensitit von Ketoconazol im ATR-Experiment zur

Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von K etoconazol im diinnfliissigen Par affin
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5.4.4. Bestimmung der Loslichkeit und des Verteilungskoeffizienten

Ein wichtiger Parameter zur Beschreibung der Wirkstoffverteilung an der Grenzflache ist der
Verteillungskoeffizient. Um diesen zu berechnen, wird die Loslichkeit in den einzelnen
Medien bestimmt. Dazu wird das Wirkstoffpulver im diinnfliissigen Paraffin suspendiert. Die
Suspension wurde 10 Stunden lang mit einer Riittelmaschine geschiittelt. Nach dem
Zentrifugieren wird die klare Losung entnommen und die Wirkstoffkonzentration darin durch
UV oder Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Zur Vereinfachung der Berechnung des
Verteilungskoeffizienten zwischen dem Donator und dem Akzeptor wurden die effektive
Wirkstoffloslichkeit im Donator aus dem Anteill des diinnfliissigen Paraffins in der
Suspension und der Wirkstoffloslichkeit im diinnfliissigen Paraffin berechnet. Der Anteil des
diinnfliissigen Paraffins in reiner Vaseline betragt 27% [123, 124]. Die effektive Lodlichkeit
im Donator steigt mit der Zugabe vom diinnfliissigen Paraffin in die Suspension.

Die Sittigungskonzentration des Wirkstoffes in der Membran wird aus dem
Gleichgewichtszustand im Freisetzungsexperiment, d.h. am Ende des Versuchs, ermittelt.
Anhand der Intensitatverhiltnisse der Bande vom Wirkstoff in der Suspension am Anfang und
Ende des Experimentes kann der in die Membran penetrierte Wirkstoffantell berechnet
werden (s. Abbildung 27). Dafiir wird die Integralsflache der Wirkstoffbande mit der OPUS
Software berechnet. Aus der in die Membran penetrierten Wirkstoffmenge und dem Volumen
des Akzeptors kann die Wirkstoffkonzentration in der Membran im Gleichgewichtszustand
berechnet werden. Das Verhiltnis zwischen der Akzeptor- und Donatorkonzentration
entspricht dem V erteilungskoeffizient.

Wirkstoff Verteilungskoeffizient zwischen Vaseline und Membran
Clotrimazol 8,26 + 0,80
Dithranol 2,07+ 0,32
K etoconazol 19,53+ 1,76
Methoxsalen 36,14 +£ 4,91

Tabelle 10: Verteillungskoeffizient zwischen der Membran und Vaseline
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Abbildung 27: Bestimmung des Verteilungskoeffizienten durch den Vergleich der Wirkstoffbande am
Anfang und am Ende des Freisetzungsexperimentes
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5.4.5. Bestimmung der Enhancer-Einfluss auf den Diffusions- und den
Verteilungskoeffizienten

Harrison untersuchte bereits den Enhancer-Effekt mit Hilfe der ATR-Technik [41]. Im
Experiment wurde der Fluss aus einer Enhancer-freien und -haltigen Formulierung
verglichen. Dadurch war es jedoch nicht moglich zu erkennen, in welchem Verhaltnis der
Diffusions- und der Lodlichkeitseffekt stehen. In der vorliegenden Arbeit soll diese beiden
Effekte differenziert werden. Um den Enhancer-Einfluss zu charakterisieren, wurde die
Membran vor dem Penetrationsexperiment mit Enhancer préapariert [7, 100]. Dazu wurde eine
PG-Suspension in Vaseline auf die Membran aufgetragen. Nach 24 Stunden stellt sich ein
Gleichgewicht der PG-Konzentration zwischen der Suspension und der Membran ein.
Anhand der eingetragenen suspendierten Menge an Enhancer und  des
Vertellungskoeffizienten wurde die Enhancer-Konzentration in der Membran im
Gleichgewichtszustand berechnet. Zur Uberpriifung des PG-Gehdts wurde ein ATR-
Spektrum der PG-haltigen Membran aufgenommen. Durch Variation der eingetragenen
suspendierten Menge an Enhancer konnen unterschiedliche Enhancer-K onzentrationen in der
Membran eingestellt werden. Nach dem Entfernen der PG-Suspension von der Membran
wurde die PG-haltige Membran im Penetrationss und Freisetzungsexperiment zur
Bestimmung des Diffusions- und Verteilungskoeffizienten vom Wirkstoff verwendet. Mit
diesem Verfahren kann die  Abhingigkeit des  Wirkstoffdiffusionss  und
Wirkstoffverteilungskoeffizienten von der Enhancer-K onzentration bestimmt werden.

5.4.6. Thermische, optische und weitere Parameter des Akzeptors

Um das Modell zur quantitativen Auswertung der ATR- und PAS-Signal verwenden zu
konnen, werden die thermischen und optischen Parameter der Membran bzw. SC benétigt.
Wegen der sehr dhnlichen thermischen Eigenschaft von Polymeren wird angenommen, dass
die Parameter der Membran den typischen Wert eines Polymers entsprechen. Fiir die
optischen Parameter der Membran wird sich nach den Angaben von Mirabella gerichtet [68].
Die Parameter fiir das werden aus der Literatur entnommen [15, 111, 130].

Brechungsindex von ZnSe (1000 cm™) 2,4
Brechungsindex der Membran (1700 cm™) 15
Brechungsindex der Haut (1650 cm™) 1,6

Dichte der Membran 1,14 gcm?®
Wirmeleitfahigkeit der Membran 2,110°% JomisK?
Spezifische Wirme der Membran 2,3JgK?
Thermische Diffusitivitit der Membran 9,910* cm?s?
Thermische Diffusitivitit von SC 2,910* cmés?
Wirmeleitfihigkeit von He 1,510% Jkm's'K?
Spezifische Wirme von He 5,2 Jg*K*
Thermische Diffusitivitit von He 1,5cnst

Tabelle 11: Thermische und optische Parameter des Systems

Die systemspezifische Parameter wie der optische Extinktionskoeffizient vom Wirkstoff in
der Membran werden mit Hilfe des Modells aus den Spektren im Gleichgewichtszustand
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berechnet. In diesem Zustand ist die Wirkstoffkonzentration im Akzeptor ortsunabhingig und
kann aus dem Verteilungskoeffizient und der gesamten Wirkstoffmenge berechnet werden.
Bei der ATR-Technik kann die Extinktion aus einer einfachen Gleichung berechnet werden:

|
|Og|—0 =adrCacs (5.4.13)

dabei sind die Wirkstoffkonzentration im Gleichgewichtszustand cacs bekannt. Aus der
Extinktion (Integralflache) kann der Extinktionskoeffizient a berechnet werden.

Bel der PAS-Technik wird eine Kurvenanpassung mit dem Modell im Kapitel 3.2 benétigt.
Anstelle einer ortsabhangigen Konzentration wird eine einheitliche Konzentration im
Akzeptor angenommen. Die Berechnung ist damit einfacher.

Die Bestimmung der Membrandichte erfolgte mit Hilfe eines Gaspyknometers von Typ
AccuPyc 1330 (micrometrics, Norcross, USA). Die mittlere Membrandicke kann auch aus der
Masse und der Dichte der Membran berechnet werden. Die nach dieser Methode bestimmte
Membrandicke ist jedoch kleiner als die mit Hilfe des Schichtdickenmessgerites bestimmte
Membrandicke. Die mogliche Erklarung ist der Existenz der tiefen Spalten auf der Oberflache
der Membran. Dieser Teil der Membran wurde bei der Bestimmung der wahren Dichte nicht
erfasst.

Die GroBe der Wirkstoffkristalle wurde mit Hilfe eines Polarisationsmikroskops (Optiphot—2,
Nikon, Japan) bestimmt [10, 28].

5.5. Numerische Lésung des Differentialgleichungssystems

Die Differentialgleichung zur Beschreibung der Diffusion nach dem 2. Fick'schen Gesetz
kann entweder analytisch oder numerisch gelost werden. Bis auf wenige Fille mit einfachen
Anfangs- und Randwertbedingungen kann diese Differentialgleichung analytisch nur mit
erheblicher Aufwand gelost werden [1, 3, 51, 76, 113]. Aus diesem Grund wird in dieser
Arbeit eine numerische Losung bevorzugt, obwohl dieses Verfahren mit einer langeren
Rechenzeit verbunden ist.

Im vorliegenden partiellen Differentialgleichungssystem ist die Konzentration ¢ vom Ort x
und von der Zeit t abhingig. Die beiden unabhingigen Variablen x und t werden als diskrete
GroBen gesehen. Durch eine Einteilung in Intervalle dx und dt existieren sie as finite
Differenzen. Es resultiert eine rechteckige Matrix der Dimensionen (Nx x Ni) (s. Abbildung
28). Jeder Gitterpunkt charakterisiert eine Konzentration an einem bestimmten Zeitpunkt |
und einem bestimmten Ort i. Im numerischen Verfahren werden aus den Gitterpunkten des
Zeitpunktes | die Gitterpunkte des folgenden Zeitpunktes j+1 fortschreitend berechnet,
angefangen mit den Gitterpunkten beim Penetrationsbeginn (Anfangbedingung). Die
entsprechenden Differenzengleichungen basieren auf dem Differentialgleichungssystem des
betroffenen Bereichs, dazu gehort die Gleichung zur Beschreibung der Diffusion im Bereich,
die Gleichung zur Beschreibung des Substanzflusses in diesen Bereich oder aus diesem
Bereich (Randbedingung) und die Gleichung zur Beschreibung der Diffusion durch die
Grenzflache zum benachbarten Bereich (Kopplungsbedingung).

Das numerische Vefahren  umfasst  drei Schrittee zuerst  wird  das
Differentialgleichungssystem des Modells mit der entsprechenden Anfangs, Rand- und
Kopplungsbedingung formuliert, dann werden die vorkommenden Ableitungen durch
Differenzenquotienten ersetzt und zum Schluss wird dieses Differenzengleichungssystem in
die verwendete Software implementiert.

Die Umformung der Differentialgleichungen stiitzt sich auf dem impliziten Verfahren nach
Crank und Nicolson, dabei werden zur Berechnung eines Gitterpunktes des Zeitpunktes j+1
die beiden benachbarten Gitterpunkte des Zeitpunktes j+1 und drei Gitterpunkte des
Zeitpunktes j herangezogen (s. Abbildung 28 und Anhang) [102].
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Mit Hilfe des Programms zur Losung des Differentialgleichungssystems kénnen entweder
unbekannte Parameter durch eine Kurvenanpassung geschitzt oder die Penetrationskurven
unterschiedlicher Formulierungen ssimuliert werden.

Als mathematische Software diente MATLAB (The Mathworks, Natick, Mass., USA). Die
gewohnlichen Differentialgleichungen kénnen direkt mit einem ,,ODE-solver (ordinary
differential equation solver) gelost werden. Die partiellen Differentialgleichungen werden mit
Hilfe von Simulink und dem ,,ODE-solver gelost [125]. Zur Parameterschitzung wird ein
Programm fiir eine nicht-lineare Kurvenanpassung nach Gauss-Newton Methode aus der
Toolbox Stastistic verwendet [24].
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Abbildung 28: Unterteilung in finite Differenzen in der Zeit (j) und desWeges (i) zur numerischen Lésung
des 2. Fick'schen Diffusionsgesetzes
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6. Resultate und Diskusionen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist ein Verfahren zur Optimierung der topischen
Formulierung zu erarbeiten. Dabei ist die Simulation der Wirkstoffpenetration aus
unterschiedlichen Formulierungen sehr hilfreich: der Vergleich der Simulationsergebnisse
ermaglicht, die optimal e Suspensionszusammensetzung vorherzusagen.

Eingangsgrofien fiir die Simulation sind die Daten aus systematischen Untersuchungen tiber
den Einfluss einzelner Komponente der Formulierung auf das Freisetzungs- und
Penetrationsverhalten. Zunichst soll die Penetration des Wirkstoffes und des Enhancers in
den Akzeptor betrachtet werden. Dann soll der Wirkstofffreisetzungsprozess mit veranderter
Donatoreigenschaft, z.B. durch Zugabe vom diinnfliissigen Paraffin, untersucht werden. Der
nachste Schritt ist die Untersuchung des Wirkstoff penetrationsprozesses mit einer veranderten
Akzeptoreigenschaft, also durch Zugabe von Enhancer. Alle diese Untersuchungen liefern
viele nicht direkt bestimmbare Parameter: den Auflosungskoeffizienten, den
Diffusionskoeffizienten im Donator bzw. Akzeptor und den Einfluss von Enhancer auf den
Diffusionskoeffizienten bzw. die Lodichkeit vom Wirkstoff im Akzeptor.

Mit Hilfe der Parameter wurde die Wirkstoffpenetration aus der Suspension mit
verschiedenen Zusammensetzungen unter in-vivo Bedingungen simuliert. Die einzelne
Schritte bzw. deren Bedeutungen fiir das Optimierungsverfahren werden in der Abbildung 29
wiedergegeben.

Freisetzung und Penetration des Wirkstoffs aus einer

Suspension in Vaseline mit und ohne dinnflissigem
4, Paraffin bzw. PG-Zusatz
- Freisetzung und Penetration des Wirkstoffs aus einer
Suspensionindiinnfliissigem Paraffin
Penetrationvon PG aus einer Vaseline-Suspension

Freisetzungs- und Penetrationsprofil desWirkstoffs
Penetrationsprofil von PG
Verteilungskoeffizient desWirkstoffs

M athematischesM odeéll - Parameterschitzung durch Kurvenanpassung

Auflosungskoeffizient desWirkstoffsim VVaseline
Diffusionskoeffizient des Wirkstoffs im Donator bzw.
Akzeptor
Diffusionskoeffizient von PGim Akzeptor
Abhingigkeit des Auflosungskoeffizienten vom Anteil an
diinnfliissigem Paraffin

- Abhiangigkeit des Wirkstoffdiffusionskoeffizienten im
v Akzeptor von der PG-K onentration

M athematischesM odell - Simulation der Wirkstoffpenetration aus einer Suspension
mit diinnfliissigem Paraffin bzw. PG-Zusatz
‘ - Optimal esPenetrationsprofil
- W - - Wirkstoffpenetration aus einer Suspension mit
diinnfliissigem Paraffin und PG-Zusatz
‘ - Vergleich des theoretischen mit dem realen

Wirkstoff penetrati onsprofil

Abbildung 29: Schematische Dar stellung des Optimierungsver fahrens
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6.1. Penetrationsuntersuchung an der kiinstlichen Membran

6.1.1. Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-Suspensionen

In diesen Experimenten wurde die Wirkstoffpenetration in den Akzeptor mit Hilfe der ATR-
und PAS-Technik untersucht. Anhand des Penetrationsprofils soll das Penetrationsverhalten
von verschiedenen Wirkstoffen (Clotrimazol, Ketoconazol, Methoxsalen und Dithranol) aus
Suspensionen mit unterschiedlicher Wirkstoffkonzentration (1%, 2%, 5% und 10%)
betrachtet werden.

Die ATR-Technik zeigt eine sehr hohe Genauigkeit, auch bei Suspensionen mit niedriger
Konzentration (1%). Mit Hilfe von Differenzspektren konnen die quantitativ auswertbaren
Spektralbereiche gefunden werden. Die Differenzspektren des Penetrationsexperiments
entsprechen groBteils dem Spektrum des reinen Wirkstoffes (s. Abbildung 17, 30, 31). Jedoch
sind nicht alle Banden des reinen Wirkstoffes im Differenzspektren vorhanden. Die
Intensitatverhiltnisse der Spektralbanden unterscheiden sich. Mehrere intensive Banden des
reinen Wirkstoffes treten in Differenzspektrum gar nicht auf oder nur mit geringer Starke.
Umgekehrt entstehen aus schwachen Banden des reinen Wirkstoffes stark ausgeprigte
Banden im Differenzspektrum. Intensive Banden, die keinen Banden des reinen Wirkstoffes
entsprechen, wurden in allen Experimenten nicht gefunden, schwichere kommen jedoch 6fter
VOr.

Weiter zu beobachten ist die Verschiebung der Bandenposition. Dies deutet auf eine mogliche
Wechselwirkung zwischen dem Wirkstoff und dem Akzeptor. Wegen der geringen Polaritit
von Dodecanol ist keine starke Wechselwirkung zu erwarten [32]. Ein anderer Grund fiir die
Bandenverschiebung ist der unterschiedliche Aggregatzustand der Wirkstoffmolekiile. Bel
den Differenzspektren liegt der Wirkstoff gelost in Dodecanol vor, beim Spektrum des reinen
Wirkstoffes liegt er im kristallinen Zustand. Wegen der unterschiedlichen
Schwingungsmoglichkeit der Molekiile ist eine Verschiebung der Spektralbanden maoglich.
Fir die quantitative Auswertung sind nur die Banden mit keiner oder nur geringer
Verschiebung interessant, damit kann eine lineare Beziehung zwischen der Bandenintensitit
und der Wirkstoffkonzentration gewéhrt leistet werden. Eine Wechselwirkung zwischen den
Wirkstoffmolekiilen ist nicht zu erwarten, da die betreffende Wirkstoffkonzentration sehr
niedrig ist. Die Bedingungen fiir das Lambert-Beersche Gesetz sind weitgehend erfiillt.

Zur quantitativen Auswertung wurden die Originalspekiren herangezogen. Hauptsichlich
wurden die Banden im IR-Fingerprint Bereich von 700 bis 1400 cm™ zur Auswertung
herangezogen. Um den Bereich von 1400 bis 2000 cm® zu nutzen, sind ene
Spektrenkorrektur wegen des Wasserdampfes erforderlich.

Die ATR-Versuche dauerten meistens 1000 min. Bei Clotrimazol bzw. Methoxsalen ist nach
700 bzw. 500 min der Gleichgewichtszustand bereits erreicht. Bei Ketoconazol und Dithranol
erst nach 900 min (s. Abbildung 32). Bel diesen beiden Wirkstoffen ist auch eine ,,lag-time*
am Anfang des Penetrationsprozesses zu erkennen. Mit der ATR-Technik wird nur der
Wirkstoff am Rand der Membran erfasst, aus diesem Grund kénnen die Wirkstoffbanden erst
nach einer gewissen Verzogerungszeit registriert werden. Bel Clotrimazol und Methoxsalen
gibt es diese Verzogerungseffekt auch, jedoch ist die Penetration so schnell, so dass nach
einer Vorbereitungszeit von ca. 5 min der Wirkstoff bereits den detektierten Bereich erreicht
hat. Der Penetrationsprozess von Methoxsalen verlduft besonders schnell, da Methoxsalen
eine hohe Lodlichkeit im diinnfliissigen Paraffin besitzt. Die Streuung der Messdaten ist bei
allen Versuchen relativ gering. Besonders hohe Genauigkeit zeigt Methoxsalen wegen seiner
intensiven Wirkstoffbanden.

Die Experimente zeigten, dass sich die Kurvenverlaufe fiir Suspensionen mit verschiedenen
Konzentrationen nur in der penetrierten Menge, jedoch nicht im Penetrationsprofil
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unterscheiden (s. Abbildung 33). Bis der Wirkstoff im Donator vollstindig aufgelost ist,
gelten fiur die beiden Suspensionen mit 2% und 10% Dithranol gleiche Parameter
(Auflosungskoeffizient, Diffusionskoeffizient und Verteilungskoeffizient). Erst kurz vor dem
Gleichgewichtszustand |4t die Penetration in den Akzeptor nach, da kein Nachschub durch
die Auflosung der Wirkstoffkristalle mehr erfolgt. Die Formulierung mit einem hdheren
Wirkstoffanteil ergibt verstandlicherweise auch eine hohere Wirkstoffkonzentration im
Akzeptor im Gleichgewichtszustand.

Die Eigenschaften der Differenzspektren der ATR-Technik gilt auch fir die
Differenzspektren aus den Versuchen mit der PAS-Technik (s. Abbildung 35, 36). Auffallend
sind breite Banden in photoakustischen Spektren, dafiir ist die Ausbereitung der thermischen
Wellen verantwortlich (s. Abbildung 37) [4]. Die Banden in PA-Spektren entsprechen
groftenteils denen der ATR-Spektren. Sie unterscheiden sich in
Bandenintensitatsverhiltnissen, jedoch nicht in der Position. Zu nah beieinander liegende
Banden in ATR-Spektren koénnen im PA-Spektrum zu ener breiten Bande
zusammenschmelzen (z.B. Bereiche um 1475 und 1615 cm™). Die breiten Banden der PA-
Spektren erschweren die quantitative Auswertung. Hinzu kommen die detektorbedingte
Schwankungen der PA Spektren im Bereich unterhalb 1000 cm™. Nur der Spektralbereich
zwischen 1000 und 2000 cm™ kann zur quantitativen Auswertung herangezogen werden.
Einen Vortell gegeniiber der ATR-Technik ist, dass die PA-Spektren kaum vom Wasserdampf
gestort werden, damit entfllt die Spektrenkorrektur.

Generell ist die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der ATR-Technik hoher als die der
PAS-Technik. Das ist anhand der wesentlich gro3eren Streuung der Messpunkte bel der PAS-
Messung gut zu erkennen (s. Abbildung 38). Die Ursache liegt einerseits in der Uberlagerung
der PAS-Banden, andererseits existieren mehr potentielle Storfaktoren bei der PAS- as bei
der ATR-Technik. Die Fehlerquelle bei der ATR-Messung ist hauptsichlich der veranderte
Kontakt zwischen der Membran und dem ATR-Kristall, der von der Temperatur und der
Luftfeuchtigkeit im Messraum abhingt. Diese beiden Parameter konnen jedoch gut gesteuert
werden. Die PAS-Messungen werden von diesen beiden Faktoren weniger beeinflusst, sie
sind aber sehr gerduschempfindlich. Die PAS-Experimente wurden hauptsichlich in der
Nacht durchgefiihrt, die Versuchdauer liegt bei 600 min. Fiir alle untersuchten Wirkstoffe ist
sie aber ausreichend, nach 500 min ist die Signalintensitdtszunahme kaum nennenswert (s.
Abbildung 34).

Die Penetrationsprofile der PAS-Versuche entsprechen denen der ATR-Versuche. Die
Signalintensitaitszunahme im Versuch mit Methoxsalen ist am schnellsten, mit Dithranol am
langsamsten. Der Unterschied zwischen den Penetrationsprofilen ist nicht so grof3 ausgefallen
wiein den ATR-Experimenten.

Da mit der PAS-Technik fast die gesamte Membran erfasst wurde, ist die ,,lag-time™ in alen
PAS-Experimenten kaum zu erkennen, erst mit einer hoheren Modulationfrequenz kommt
diese Verzogerung zum Vorschein (s. Abbildung 8a), da mit dieser Frequenz ein kleinerer
Teil der Membran erfasst wurde. Die Moglichkeit, die Abtasttiefe zu verandern, ist der grofite
Vorteil der PAS-Technik, je niedriger die Modulationfrequenz ist, desto groBer ist die
Abtasttiefe, die Bandenintensitat nimmt schnell zu. Bei einer niedrigeren Fregquenz iiberlagern
sich die Spektralbanden, bei einer hoheren Frequenz ist das Signal/Rausch-Verhiltnis
ungiinstiger. Beide Effekten fithren zu Ungenauigkeiten bei der quantitativen Auswertung.
Der optimale Frequenzbereich liegt zwischen 91 und 112 Hz.

Die Ergebnisse der PAS-Experimente mit unterschiedlichen Modulationsfrequenzen kéonnen
sowohl mit dem Modell A als auch mit dem Modell B ausgewertet werden. Das letztere ergibt
eine bessere Kurvenanpassung an die Messdaten, d.h. das Konfidenzintervall ist kleiner (s.
Abbildung 39), da das Modell B den Signalbildungsprozess besser widerspiegelt. Das Modell
B benétigt jedoch mehr Parameter.
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Abbildung 30: ATR-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von Clotrimazol (a) und Dithranol
(b) auseiner 2% Vaseline-Suspension zu ver schiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von
reinem Wirkstoff angegeben.
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Abbildung 31: ATR-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von Ketoconazol aus einer 2%
Vaseline-Suspension zu verschiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von reinem

K etoconazol angegeben
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Abbildung 32: Zunahme der normierten Signalintensitit von Dithranol, Ketoconazol, Clotrimazol und

M ethoxsalen wihrend der Penetration aus einer 2% Vaseline-Suspension bestimmt durch FTIR-ATR
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Abbildung 33: Vergleich der Zunahme der normierten Signalintensitit von Dithranol wihrend des
Penetrationsexperiments aus Vaseline-Suspensionen mit 2% und 10% Dithranol bestimmt durch FTIR-

ATR
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Abbildung 34: Zunahme der nor mierten Signalintensitit von M ethoxsalen, Clotrimazol, K etoconazol und

Dithranol
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Abbildung 35: PAS-Differ enzspektren des Penetrationsexperiments von Clotrimazol (a) und K etoconazol
(b) auseiner 2% Vaseline-Suspension zu ver schiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von
reinem Wirkstoff angegeben. Die Originalspektren wurden im step-scan Modus mit einer
Phasenmodulationsfrequenz von 112 Hz aufgenommen.
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Abbildung 36: PAS-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von Methoxsalen (a) und Dithranol
(b) auseiner 2% Vaseline-Suspension zu ver schiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von

reinem Wirkstoff angegeben. Die Originalspektren wurden im ,step-scan®“ Modus mit einer
Phasenmodulationsfrequenz von 112 Hz aufgenommen.
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6.1.2. Freisetzung und Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-
Suspensionen unter Zusatz vom dunnflissigen Paraffin

Mit Hilfe der ATR-Technik wurde die Wirkstofffreisetzung aus dem Donator untersucht (s.
Abbildung 12a, 41, 42). Aus diesen Experimenten kann der Auflosungskoeffizient in der
Suspension bestimmt werden [38]. Dieser Parameter kann nicht direkt gemessen werden,
sondern nur mit Hilfe des mathematischen Modells durch eine Anpassung der berechneten
Werte an die spektroskopischen Daten ermittelt werden (s. Abbildung 43). Beim Experiment
mit Methoxsalen ist die Streuung der Messdaten erheblich groBer as bei den anderen
Wirkstoffen. Die Ursache liegt bei den nadelférmigen Kristallen von Methoxsalen. Diese
Kristallform ist ungiinstig fiir den zur ATR-Messung notwendigen Kontakt zwischen den
Wirkstoffkristallen und dem ATR-Kristall.

Die Ergebnisse der Freisetzungsexperimente bestitigten die Resultate  der
Penetrationsexperimente, Methoxsalen wird am schnellsten freigesetzt, gefolgt von
Clotrimazol, Ketoconazol und am langsamsten wird Dithranol freigesetzt. Eine
Verzégerungszeit am Anfang des Freisetzungsprozesses ist bel Ketoconazol und Dithranol zu
erkennen.

Wirkstoff Auflgsungskoeffizient in Vaseline [s?]
Clotrimazol (84+0,7) 10°
Dithranol (3.8+0,3) 10°
K etoconazol (1,46 +0,11) 10*
Methoxsalen (5,38 +0,26) 10*

Tabelle 12: Auflosungskoeffizient vom Wirkstoff in Vaseline

Da der Auflosungskoeffizient, der Diffusionskoeffizient im Donator und der
Verteilungskoeffizient zwischen dem Donator und dem Akzeptor vom fliissigen Anteil der
Suspension abhingen (s. Kapitel 4.1), kann das Penetrationsverhaten durch Zugabe vom
diinnfliissigen Paraffin beeinflusst werden. Die Freisetzung und die Penetration aus Vaseline-
Suspensionen mit einem Antell am diinnflisssigen Paraffin von 5%, 10%, 15% und 20%
wurden mit Hilfe der ATR- und PAS-Technik charakterisiert (s. Abbildung 44). Es zeigte
sich, dass der Auflosungskoeffzient mit zunehmendem Anteil am diinnfliissigen Paraffin
ansteigt. Die Ursache dafiir liegt am verringerten Anteil am festen Paraffin. Ein niedrigerer
Antell am festen Paraffin begiinstigt den Kontakt zwischen den Wirkstoffkristallen und der
flissigen Phase der Suspension. Ein besserer Kontakt ermaoglicht verstandlicherweise eine
schnellere Auflosung. Fir die Simulation wurde eine lineare Korrelation zwischen dem
Auflosungskoeffizienten und dem Anteil am diinnflissigen Paraffin angenommen (s.
Abbildung 45).

Durch Zugabe vom diinnfliissigen Paraffin wird der Wirkstoffverteilungskoeffizient zwischen
dem Donator und dem Akzeptor ebenfalls veriandert, da die effektive Lodlichkeit im Donator
direkt proportional zu dem Anteil am diinnfliissigen Paraffin ist.

Charakteristisch fiir die Freisetzungsgeschwindigkeit ist die Grofe ty,, die Zeit bis die Halfte
der Wirkstoffmenge freigesetzt wurde. Bei Methoxsalen und Dithranol beeinflusst die Zugabe
vom diinnfliissigen Paraffin der Wirkstofffreisetzung und -penetration kaum, die Zeit ty, wird
kaum verandert. Das liegt am schnellen Freisetzungs- und Penetrationsprozess dieser
Wirkstoffe. Eine Beschleunigung ist nur noch in sehr geringer Masse maglich.

Bel Clotrimazol wird die Wirkstofffreisetzung mit zunehmendem diinnfliissigem
Paraffinanteil verstirkt, gut zu erkennen an der verringerten Zeit ty, . In diesem Fall wird der
Freisetzungs- und Diffusionsprozess durch eine Steigerung des Freisetzungs- und
Diffusionskoeffizienten begiinstigt.
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Bel Ketoconazol steigt die Freisetzungsgeschwindigkeit mit einer Zugabe vom diinnfliissigen
Paraffin bis 15% an, fillt aber beim 20% wieder ab. In dieser Suspension tiberwiegt der
Einfluss des verringerten Verteilungskoeffizienten gegeniiber dem Effekt eines erhohten
Auflosungs- und Diffusionskoeffizienten (s. Kapitel 4.1).

Da diinnfliissiges Paraffin keine spezifische IR-Absorptionsbande aufweist (s. Abbildung 40),
kann nicht festgestellt werden, ob eine Diffusion vom diinnfliissigen Paraffin in die Membran
erfolgt. Zur Vereinfachung des Modells wurde jedoch angenommen, dass der Anteil am
diinnfliissigen Paraffin im Donator wahrend der Wirkstoffpenetration unveriandert bleibt.
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Abbildung 40: ATR-Spektrum vom diinnfliissigen Paraffin. Zum Vergleich ist das ATR-Spektrum der
reinen Membran angegeben.
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Abbildung 41: ATR-Differenzspektren des Freisetzungsexperimentsvon Clotrimazol (a) und M ethoxsalen
(b) auseiner 2% Vaseline-Suspension zu ver schiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von

reinem Wirkstoff angegeben.
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Abbildung 42: ATR-Differenzspektren des Freisetzungsexperiments von Dithranol aus einer 2% Vaseline-
Suspension zu verschiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von reinem Dithranol

angegeben.
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Abbildung 43: Abnahme der normierten Signalintensitit von Dithranol, Ketoconazol, Clotrimazol und

M ethoxsalen wihrend der Freisetzung auseiner 2% Vaseline-Suspension bestimmt durch FTIR-ATR
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Abbildung 44: Abnahme der normierten Signalintensitiat von Ketoconazol wihrend der Freisetzung aus
Vaseline-Suspensionen mit 2% Ketoconazol mit verschiedenem Anteil am diinnfliissigen Paraffin-Zusatz,
bestimmt durch FTIR-ATR
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Abbildung 45: Abhingigkeit des Auflosungskoeffizienten K. vom Anteil am diinnfliissigen Par affin mge
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6.1.3. Penetration von Propylenglykol aus Vaseline-Suspensionen

In der Arbeit von Takeuchi wurde die Penetration von PG in Mausen-Haut untersucht [115].
Die Untersuchung zeigte ein Zusammenhang zwischen der Intensititabnahme der C=0O
,,Stretching“-Bande der Lipid-Fraktion in SC mit der Konzentration von PG in der Haut. Die
PG-Penetration in die Haut konnte mittel FTIR-ATR verfolgt werden. Eine zeitabhiangige
Untersuchung wurde jedoch nicht angestrebt.

Das Penetrationsverhalten von PG in den Akzeptor wurde in der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe der ATR-Technik charakterisiert. Dabel wurden Formulierungen mit unterschiedlicher
PG-Konzentration (2,5%, 5%, 7,5% und 10%) untersucht. PG hat nur wenige IR-
Absorptionsbanden und die auswertbaren Banden liegen im Wellenzahl-Bereich unterhalb
1150 cm™ (s. Abbildung 46). Der PG-Penetrationsprozess kann deshalb mit Hilfe der PAS-
Technik nur ungenau verfolgt werden (s. Kapitel 5.3.4).

Da die Intensitdt der Absorptionsbanden von PG relativ schwach ist, ist die Streuung der
Messdaten wesentlich groBer als bei den Penetrationsuntersuchungen an Wirkstoffen (s.
Abbildung 47). Der Penetrationsprozesses von PG verlauft relativ schnell, nach 300 min ist
der groBte Tell von PG bereitsin die Membran penetriert.

Durch eine Anpassung des Modedlls fir die PG-Penetration in Kapitel 4.2 an den
experimentellen Daten wurde der Diffusionskoeffizient von PG in der Membran berechnet,
Darc : (28,31 + 0,59) 10° cns® . Eine gute Anpassung am Anfang und die erkennbare
Abweichung der berechneten Kurve von den Messdaten in der spiateren Phase des
Penetrationsprozesses deutet auf einen Anstieg des Diffusionskoeffzienten infolge der PG-
Konzentrationszunahme im Akzeptor. Offensichtlich beschleunigt PG den eigenen
Penetrationsprozess (,,self enhancer«-Effekt). Eine kleine Verschiebung der Membranbande
bel 1643 cm™ ist ein Hinweis fiir die Wechselwirkung zwischen PG und der Membran. Um
das Modell im iiberschaubaren Umfang zu halten, wurde der ,,self enhancer«-Effekt im
Modell nicht berticksichtigt. Hier ist ein Ansatz fiir spatere Arbeiten.
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Abbildung 46: ATR-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von PG aus ener Vasdine
Suspension mit 2,5% Propylenglykol zu verschiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist das Spektrum von
reinem Propylenglykol angegeben.
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Abbildung 47: Zunahme der normierten Signalintensitat von PG wihrend der Penetration aus einer
Vaseline-Suspension mit 2,5% Propylenglykol bestimmt durch FTIR-ATR

6.1.4. Penetration von Wirkstoffen aus Vaseline-Suspensionen unter
Zusatz von Propylenglykol

Bel der Untersuchung des PG-Einflusses auf den Wirkstoffpenetrationsprozess wurden zuerst
die Abhingigkeit des Wirkstoffdiffusionskoeffizienten vom PG-Antell im Akzeptor
bestimmt. In diesem Versuch wurde die Penetration aus einer Vaseline-Suspension in eine
Membran mit eingestellter PG-Konzentration (s. Kapitel 5.4.5) untersucht (s. Abbildung 48).
Aus diesen Daten kann der Diffusionskoeffizient in der praparierten Membran bestimmt
werden.

Die Penetration aus PG-haltigen Suspensionen mit unterschiedlichem PG-Anteil wurde mit
Hilfe der ATR-Technik untersucht. Da PG und der Wirkstoff unterschiedliche
Absorptionsbanden besitzen, wurde zugleich die PG-Penetration und die Wirkstoffpenetration
verfolgt (s. Abbildung 51).

Erwartungsgemall entspricht das Penetrationsprofil von PG aus einer PG/Wirkstoff-
Suspension weitestgehend dem Penetrationsprofil aus einer PG-Suspension, da die PG-
Penetration nicht vom Wirkstoff beeinflusst wird. Die Wirkstoffpenetration aus der PG-
haltigen Suspension ist signifikant hoher als die aus der PG-freien Suspension (s. Abbildung
52). Der Vergleich der Wirkstoffpenetration aus einer PG-haltigen Suspension in eine PG-
freile Membran mit der aus einer PG-freien Suspension in eine PG-haltige Membran zeigte,
dass bis zu einer Zeit von 400 min der Prozess unterschiedlich verlduft: die Penetration in die
PG-haltige Membran erfolgt schneller (s. Abbildung 48). Ab 400 min gibt es keinen
Unterschied mehr, da der groite Teil von PG bereits in die Membran penetriert ist. Der
Unterschied des Diffusionskoeffizienten im Akzeptor ist damit weitgehend ausgeglichen (s.
Abbildung 52).

Die Penetrationssteigerung durch den PG-Zusatz ist wesentlich kleiner as die durch die
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Zugabe vom diinnfliissigen Paraffin. Da die PAS-Technik von sich aus eine geringere
Genauigkeit besitzt, kann der Unterschied des Penetrationsverhaltens in PAS-Experimenten
nur mit dem Modell B ausreichend ausgewertet werden. Durch das grofere
Vertrauensintervall des Modells A ist der Unterschied kaum zu charakterisieren
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Abbildung 48: Zunahme der normierten Signalintensitit von Clotrimazol wahrend der Penetration aus
einer Vasdine-Suspension mit 2% Clotrimazol und 10% PG in eine PG-freie DDC-Membran bestimmt
durch FTIR-ATR. Zum Vergleich Clotrimazol-Penetration aus einer PG-freien Vaseline-Suspension mit
2% Clotrimazol in eine PG-haltige DDC-Membran
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Abbildung 49: Zunahme der normierten Signalintensitit von Clotrimazol wiahrend der Penetration aus
einer Vaseline-Suspension mit 2% Clotrimazol und 10% PG bestimmt durch step-scan FTIR-PAS mit
Phasenmodulationsfrequenzen 418 Hz. Zum Vergleich Clotrimazol-Penetration aus einer PG-freien
Vaseline-Suspension mit 2% Clotrimazol
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Abbildung 51: ATR-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von PG und Clotrimazol aus einer
Vaseline-Suspension mit 2% Clotrimazol und 10% PG zu verschiedenen Zeitpunkten. Zum Vergleich ist
das Spektrum von reinem PG und Clotrimazol angegeben.
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Abbildung 52: Zunahme der normierten Signalintensitit von PG und Clotrimazol wihrend der
Penetration aus einer Vaseline-Suspension mit 2% Clotrimazol und 10% PG bestimmt durch FTIR-ATR.
Zum Vergleich Clotrimazol-Penetration aus einer PG-freien Vaseline-Suspension mit 2% Clotrimazol
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6.1.5. Simulation der Wirkstoffpenetration aus Suspensionen unter in-
vitro und in-vivo Bedingungen

Mit Hilfe des mathematischen Modells und der experimentellen bestimmten Parameter kann
jeder einzelne Schritt der Wirkstofffreisetzung aus einer Suspension nachvollzogen werden.
Dadurch konnen neue Kentnisse iiber das Freisetzungs- und Penetrationsverhalten gewinnen
werden. Die wichtigste Information ist das nicht direkt messbare zeit- bzw. ortsabhingige
Konzentrationsprofil im Donator und Akzeptor (s. Abbildung 54, 53) [128]. Mit Hilfe des
mathematischen Modells wurde die Simulation der Wirkstoffpenetration unter in-vitro und in-
vivo Bedingungen durchgefiihrt. Der Unterschied zwischen den beiden Penetrationsprozessen
liegt in der verschiedenen Akzeptorrand-Bedingung. Unter in-vitro Bedingungen ist sie die
Nullstrom-Bedingung, unter in-vivo Bedingungen ist die ,,sink“-Bedingung (s. Kapitel 4.1)
[28, 118].

Die Simulation der Wirkstoffpenetration unter in-vitro Bedingungen verdeutlicht, dass zuerst
die Wirkstoffmenge an der Grenzflache aus dem Donator in den Akzeptor penetriert. Die
Konzentration im Donator nahe der Grenzflaiche nimmt sehr schnell ab. Infolge des
Konzentrationsausgleichs sinkt langsam die Konzentration im Inneren des Donators, erst nach
einer Verzogerungszeit (,,lag-time™) erreicht die Konzentrationsinderung den Donatorrand.
Daim Freisetzungsexperiment mit der ATR-Technik nur die Konzentrationsianderung in einer
2 um Schicht am Donatorrand ermittelt werden kann, wurde die Intensititsinderung der
Wirkstoffbanden erst nach dieser Verzégerungszeit registriert. Im Akzeptor steigt zunichst
die Konzentration an der Grenzflache, der Wirkstoff breitet sich langsam in die Richtung des
Akzeptorrands und erreicht diesen erst mit einer Verzogerung. Ahnlich wie im
Freisetzungsexperiment kann im Penetrationsexperiment mit der ATR-Technik die
Intensitatsinderung der Wirkstoffbanden nach einer ,lag-time* ermittelt werden. Auf Grund
der unterschiedlichen Eigenschaft des Donators und Akzeptors (u.a Dicke und
Diffusionskoeffizient) ist die Verzégerungszeit in beiden Experimenten nicht identisch. Die
Kurvenverlaufe sind ebenfalls nicht spiegelbildlich (s. Abbildung 32, 43).

Das Konzentrationsprofil verdeutlicht auch die unterschiedlichen Verzogerungszeiten bei der
PAS-Messung mit verschiedenen Modulationsfrequenzen. Mit einer hoheren Frequenz (418
Hz) wurde die Konzentrationsinderung in der Schicht 6 um vom Akzeptorrand ermittelt. Der
Wirkstoff erreicht diese Schicht erst nach der Verzogerungszeit, sie ist aber wesentlich kiirzer
als bei der ATR-Messung, da deren Eindringtiefe nur 2 um betriagt. Da beim niedrigeren
Modulationsfrequenz (54 Hz) fast der gesamte Akzeptor erfasst wurde, kann vom Anfang an
die Intensitatszunahme infolge der Akzeptorkonzentrationszunahme in der Nédhe zum Donator
registriert werden. Die Verzogerungszeit in diesem Fall ist nicht erkennbar. Die Simulation
zeigte, dass die Konzentration im Akzeptor in der Grenzflachennihe sehr schnell zunimmt (s.
Abbildung 53). An der von der Grenzfliche 2 um entfernten Stelle ist Zweidrittel der
Gleichgewichtskonzentration bereits nach 60 min erreicht, an der vom Akzeptorrand 2 um
entfernten Stelle erst nach mehr al's 240 min.

Die Simulation hilft nicht nur bei der Auswertung der bereits durchgefiihrten Experimente,
sondern auch bei der Planung der folgenden Experimente im Optimierungsprozess der
topischen Formulierung. Mit dem mathematischen Modell und den bekannten Parametern
kann namlich der Freisetzungs- und Penetrationsprozess unter in-vivo Bedingungen simuliert
werden. Hierfiir gilt fiir den Akzeptorrand statt der Nullstrom-Bedingung die sink-Bedingung,
dadie Konzentration am Akzeptorrand immer gleich Null ist (s. Kapitel 4.1).

Die Simulation liefert hier ebenfalls das zeits- und ortsabhingige Konzentrationsprofil im
Donator und Akzeptor (s. Abbildung 55, 56). Die Konzentrationsgefille im Akzeptor zu einer
Zeit t unter in-vivo Bedingungen wesentlich groBer als unter in-vitro Bedingungen, da keine
Wirkstoffanreicherung im Akzeptor vorliegt. Das zeitabhingige Konzentrationsprofil
unterschiedet sich von dem unter in-vitro Bedingungen. Zuerst steigt die
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Wirkstoffkonzentration im Akzeptor sehr schnell an, dann fallt sie langsam wieder ab. Die
maximal erreichte Konzentration Cnx und die zugehdrige Zeit tnx Sind ortsabhingig (s.
Abbildung 57). Weiterhin wurde die zeitabhangige Wirkstoffabsorption im Kaorper ermittelt
(s. Abbildung 59). In Kombination mit dem Abbau vom Wirkstoff kann die
Wirkstoffkonzentration im Blut vorhergesagt werden.

Mit der Simulation kann weiterhin die Effektivitat der Suspension vorhergesagt werden [14].
Als Kriterium fiir die Effektivitat wurde die topische Verfiigbarkeit im Akzeptor berechnet,
die als Integral der mittleren Konzentration im Akzeptor iiber der Zeit definiert ist [54].
Ahnlich wie beim zeitabhingigen Konzentrationsprofil steigt an Anfang die Wirkstoffmenge
im Akzeptor, in dieser Phase ist diein den Akzeptor penetrierte Menge grof3er als die aus dem
Akzeptor penetrierte Menge (s. Abbildung 58). Nach der vollstindigen Auflésung der
Wirkstoffkristalle im Donator nimmt die Wirkstoffmenge im Akzeptor langsam ab, da der
Wirkstofffluss in den Akzeptor versiegt. Durch eine Verinderung des Freisetzungs- bzw.
Penetrationsverhaltens kann die topische Verfiigbarkeit beeinflusst werden. Die Penetration
aus Suspensionen mit unterschiedlichem Antell am diinnfliissigen Paraffin (von 0 - 20%) und
PG (0 - 10%) wurde simuliert. Damit kann die Abhangigkeit der topischen Verfiigbarkeit vom
Anteil am diinnfliissigen Paraffin und PG ermittelt werden.

Bel einer Zugabe vom dinnflissigen Paraffin nimmt die topische Verfiigbarkeit von
Clotrimazol stetig mit steigendem Anteil am diinnflissigen Paraffin ab. Da der
Auflosungskoeffizienten mit dem steigenden Anteil am dinnfliissigen Paraffin sehr stark zu
nimmt (s. Abbildung 45), wird die Freisetzung im Donator ebenfalls beschleunigt. Die Zeit
tmax , DIS die Wirkstoffmenge im Akzeptor ihren maximalen Wert erreicht, wird verkiirzt. Bel
gleich bleibenden Ausfluss aus dem Akzeptor verringert sich die topische Verfiigbarkeit. Bei
Ketoconazol nimmt die topische Verfiigbarkeit bis zu einem Anteil von 12% zu, dann aber
wieder ab. Einerseits steigt die Ketoconazol-Loslichkeit im Donator mit steigendem Anteil
am diinnflisssigen Paraffin. Infolge der Verringerung des Verteilungskoeffizienten zwischen
dem Akzeptor und dem Donator wird die Wirkstoffpenetration durch die Grenzflache
verlangsamt. Dies fiihrt zur einer Vergroerung von tnx und damit zur Steigerung der
topischen Verfiigbarkeit. Andererseits wird die Freisetzung im Donator durch eine Steigerung
des Auflosungskoeffizienten und der Loslichkeit im Donator begiinstigt und damit wird der
Gesamtprozess beschleunigt. Belm Anteil am diinnfliissigen Paraffin von mehr als 12%
tibersteigt der zweite Effekt den ersten, die topische Verfiigbarkeit nimmt ab.

Bel Methoxsalen andert sich die topische Verfiigbarkeit nur in sehr geringer Masse, da die
Freisetzung von Methoxsalen so schnell verliuft, so dass sie durch eine Anderung des
Auflésungskoeffizienten sowie der Loslichkeit im Donator kaum beeinflusst wurde.

Bel Dithranol ist eine Vorhersage nur mit Vorbehalt moglich, da die Annahme der linearen
Abhingigkeit des Auflosungskoeffizienten vom Anteil am diinnfliissigen Paraffin mit groem
Fehler behaftet ist. Der Korrelationskoeffizient liegt hier bel nur 0,84. Dabel dndert sich der
Auflésungskoeffizient kaum. Zusammen mit der geringen Anderung der Loslichkeit im
Donator wird die topische Verfiigbarkeit von Dithranol kaum verandert.

Bel der Suspension mit PG-Zusatz wurde im Modell nur der PG-Einfluss im Akzeptor
beriicksichtigt. Zu einem bewirkt PG durch die Erhéhung der Wirkstoffloslichkeit im
Akzeptor eine Steigerung der Wirkstoffkonzentration im Akzeptor. Zugleich wird die
Diffusion durch die Grenzfliche durch eine VergroBerung des Vertellungskoeffizienten
zwischen dem Donator und dem Akzeptor verstirkt. Zu anderem beschleunigt die Erhéhung
des Wirkstoffdiffusionskoeffizienten im Akzeptor durch PG den Wirkstofffluss aus dem
Akzeptor, da ein Konzentrationsausgleich zwischen der Grenzflache und dem Akzeptorrand
schneller verlauft. Eine Erhéhung der topischen Verfiigbarkeit durch eine erhohte
Wirkstoffkonzentration im Akzeptor steht deren Verringerung durch einen erhohten
Verteilungskoeffizienten und einen erhohten Diffusionskoeffizienten im Akzeptor gegeniiber.
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Da die beiden letzten Effekte iiberwiegt sind, nimmt die topische Verfiigbarkeit in der
Simulation monoton mit dem steigenden PG-Anteil ab (s. Abbildung 61). Jedoch ist dieser
Effekt viel weniger gepragt als durch den Zusatz des diinnfliissigen Paraffins.

Da der Einfluss von PG auf die Freisetzung im Donator und Penetration durch die
Grenzflache auBer acht gelassen wurde, ist die Genauigkeit der Vorhersage nicht sehr hoch.
Weitere Arbeiten sollten diesen Zusammenhang klaren.
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Abbildung 53: Zeitsabhingiges Konzentrationsprofil im Akzeptor an verschiedenem Ort. Ergebnis der
Simulation der Wirkstoffpenetration aus einer Vaseline-Suspension unter in-vitro Bedingungen
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Mittlere Konzentration im Akzeptor

Abbildung 58:
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6.2. Penetrationsuntersuchung an humanem Stratum corneum

In der Arbeit von Hadgraft wurde bereits die Wirkstoff penetration ins SC spektroskopisch mit
Hilfe der ATR-Technik untersucht [80]. Zur Kliarung der SC-Struktur wurden bereits in
mehreren Arbeiten mit der photothermischen Spektroskopie eingesetzt [16, 30, 82, 84]. Mit
dieser Technik wurde die Penetration von Sonnenschutzmitteln in mehreren Arbeiten
untersucht. Dabei wurde verschiedene Variation der photothermischen Spektroskopie wie
Puls-PAS oder Spektroskopie mit Mirage-Effekt verwendet [31, 55-57, 85-87, 107]. In der
vorliegenden Arbeit soll die Maglichkeit des tiefenabhingigen Diffusionskoeffizienten in SC
mit Hilfe der FTIR-PAS-Technik erkundet werden [40].

Als Moddlsubstanz wurde Undecanitril verwendet. Da die Nitril-Gruppe starke IR-
Absorptionsbanden bei 1372 und 1428 cm® besitzt, kann die Undecanitril-
Konzentrationszunahme im SC spektroskopisch verfolgt werden (s. Abbildung 62, 63).

Im Experiment wurde die Penetration ins SC mit fiinf Modulationsfrequenzen verfolgt. Zur
Auswertung der Daten wurde das Modell A verwendet. Der Akzeptor wurde entsprechend der
funf Abtasttiefen in finf virtuellen Schichten geteilt. Es wurde angenommen, dass jeder
Schicht ein Diffusionskoeffizient zugeordnet werden kann. Aus den experimentellen Daten
kann der Diffusionskoeffizient in jeder Schicht bestimmt werden. Das Experiment zeigte,
dass der Diffusionskoeffizient mit zunehmender SC-Tiefe steigt (s. Abbildung 64). In einer
Tiefevon 28 um ist dieser etwa anderthalbfach groer asim oberen Bereich vom SC.

500 min

N—

" _w_\_/\/\/_‘
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-170 _/__’_/\_/\/¥—
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Abbildung 62: PAS-Differenzspektren des Penetrationsexperiments von Undecanitril aufgenommen nach
10 min (1), 100 min (2) und 500 min (3). Zum Vergleich ist das Spektrum von reinem Undecanitril
angegeben. Die Originalspektren wurden im step-scan Modus mit einer Phasenmodulationsfrequenz von
32,5 Hz aufgenommen.
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Abbildung 64: Tiefenabhingiger Diffusionskoeffizient im Stratum corneum

12 -

10 1

SC-AulReren

SC-Inneren

T T T
10 15

e [

20

25

84



Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Die bisherige Methode, mit Hilfe einer statistischen Versuchplanung topische Formulierungen
Zu optimieren, ist sehr aufwendig und kann in manchen Fillen nur begrenzt eingesetzt
werden, da der Zusammenhang zwischen den einzelnen Bestandteilen der Formulierung und
dem Freisetzungs- bzw. Penetrationsverhalten des Wirkstoffes oft nicht eindeutig geklart
werden kann.

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, ein effektives Optimierungsverfahren zu
entwickeln, in dem der Einfluss einzelner Bestandteile der Suspension auf das Freisetzungs-
bzw. Penetrationsverhalten vom Wirkstoff moglichst quantitativ beschrieben wird. Als
theoretische Grundlage dient ein mathematisches Modell. Spektroskopischen Untersuchungen
bilden die experimentelle Basis.

Im mathematischen Modell wurden ale Prozesse im Donator und Akzeptor beriicksichtigt.
Dazu gehoren die Auflosung der Wirkstoffkristalle und die Diffusion vom Wirkstoff im
Donator, die Diffusion durch die Grenzfliche zwischen dem Donator und dem Akzeptor
sowie die Diffusion im Akzeptor. Im Modell wurde weiterhin die Beziehung zwischen der
Eigenschaft einzelner Prozesse und dem Anteil einzelner Suspensionskomponente erarbeitet.
Wesentlich sind die Abhiangigkeit des effektiven Diffusionskoeffizienten im Donator und des
Vertellungskoeffizienten vom fliissigen Antell der Suspension sowie die Abhiangigkeit des
Diffusionskoeffizienten im Akzeptor vom Enhancer-Gehalt.

Ein groBer Teil dieser Beziehungen kann mathematisch formuliert werden. Mancher
Zusammenhang kann jedoch nur empirisch mit einer linearen Regression abgeschitzt werden.
Dazu gehoren die Abhingigkeit des Auflosungskoeffizienten vom flisssigen Anteil der
Suspension und die Abhiangigkeit des Diffusionskoeffizienten im Akzeptor von der Enhancer-
Konzentration.

Die spektroskopischen Methoden sind ein effizientes Hilfsmittel fiir die Bestimmung von
Modellparametern. Verschiedene Parameter wurden mit Hilfe einer Kurvenanpassung
bestimmt. Dabel wurde meistens die zeitabhiangige Konzentrationsinderung im Akzeptor
verwendet. Da mit den spektroskopischen Methoden die gesamte zeitliche
Konzentrationsinderung in nur einem Experiment erfasst werden kann, kann die bendtigte
Konzentrationsinderung mit einem geringen Aufwand bestimmt werden. Die Genauigkeit der
spektroskopischen Methoden ist hoher als die der invasiven Methode, da u.a. der Schritt zur
Wirkstoffextraktion aus dem Akzeptor fiir die analytische Bestimmung entfillt.

Die beiden in der Arbeit verwendeten spektroskopischen Methoden haben Vor- und
Nachteile. Die ATR-Technik besitzt eine sehr hohe Genauigkeit, kann fiir die Freisetzungs-
und Penetrationsuntersuchung genutzt werden. Sie kann aber nur eine Schicht von 1-2 um der
Probe erfassen. Bei der PAS-Technik liegt die Abtasttiefen mit bis zu 100 pm wesentlich
hoher. Hinzu kommt, dass durch eine Variation der Modulationfrequenzen die Abtasttiefe
gesteuert werden kann. Die PAS besitzt aber eine geringere Genauigkeit und ist firr die
Frei setzungsuntersuchung weniger geeignet.

Mit Hilfe des mathematischen Modells und die im in-vitro Experiment bestimmten Parameter
kann die Simulation der Wirkstofffreisetzung und -penetration durchgefiihrt werden. Die
Simulation liefert das zeitabhiangige und ortsabhiangige Konzentrationsprofil im Donator und
Akzeptor.

Eine weitere Anwendung ist die Simulation der Freisetzung und der Penetration aus
Suspensionen mit unterschiedlicher Zusammensetzung unter in-vivo Bedingungen. Die
Simulationsergebnisse erlauben eine Vorhersage iiber die Formulierungszusammensetzung
mit optimalem Freisetzungs- bzw. Penetrationsverhalten.
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A. Anhang

Implementierung zur numerischen Lésung des 2. Fick'schen
Diffusionsgesetzes

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das implizite Verfahren nach Crank-Nicolson zur Lésung des
Differentialgleichungssystems verwendet. Fir die Diffusion nach dem 2. Fick'schen
Difffusionsgesetzes (Gl. 4.1.11) wird die folgende Approximation herangezogen:

qJ+1 qj 1Da+lj m] CT],J +CT+ZL]+1 &J"'l qll+10 (Al)

d 2% @ ef 3
dabei ist j der Zeitindex und i der Ortsindex (s. Abbildung 65).
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Abbildung 65: Unterteilung in finite Differenzen in der Zeit (j) und desWeges (i) zur numerischen L ésung
des 2. Fick'schen Diffusionsgesetzes, der Randbedingung und der Kopplungsbedingung

Im Modell fiir die Wirkstofffreisetzung und -penetration unter in-vitro Bedingungen gilt fiir
den Donator- und Akzeptorrand die Nullstrom-Bedingung, d.h. es existiert kein Fluss in den
Donator bzw. aus dem Akzeptor (Gl. 4.1.8, 4.1.12).

Fiir den Donatorrand (i = 1) gilt nach Crank [20]:

C‘lj C‘lj 1 =D w2,j+1+c2,1 _ Cl,j+1+clvl'9 (A2)
dt € dx? dx* 4
und fiir den Akzeptorrand (i = N):
Cn,j ™ Cnjjoa -D EN-1,j+1 T CN-1j ) Cnjs1 TGy 9 (A.3)
dt . dx? dx*>
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Im Modell fiir die Wirkstofffreisetzung und -penetration unter in-vivo Bedingungen gilt fiir
den Akzeptorrand (i = N) die ,,sink“-Bedingung, d.h. die Konzentration am Akzeptorrand
liegt konstant bei 0 (Gl. 4.1.13). Ebenfadlls bleibt die Wirkstoffkonzentration im Donator im
Modell zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten im diinnfliissigen Paraffin konstant, sie
entspricht der Sittigungskonzentration im dinnfliisssigen Paraffin (Gl. 5.4.7). Aus der
Gleichung A.1 wurde die folgende Gleichung fiir die Schicht mit dem Ortsindex i = N-1 im
Modell mit ,,sink*“-Bedi ngung hergeleitet:

CNZLJ+1 CNlJ 6eNZJ 2CNLJ +CN 241" 2q\‘11+10 (A.4)

t é@xf &F 5

Analog gilt fiir die Schicht i=2 im Modell zur Bestimmung des Diffusi onskoeffizienten:
(\21+1 QJ l 835 2C21 Ci»J _I_CS 2C&J+l C3\J+1O (A.5)
dt (N ef o

dabei ist cs die Sattlgungskonzentratl on im diinnfliissigen Paraffin.
Fir die Kopplungsbedingung an der Grenzflache zwischen Donator und Akzeptor (i = M) (Gl.
4.1.9, 4.1.10) gilt nach Crank die folgende Beziehungen [20]:

dCm.; _ 2D @1~ Cami  F 9 (A6)
dt dx dx D,

dC(a)M,,- _ 2D, &y11j - Claywm,j +i9’ (A.7)
dt dx dx D. g

dabel ist F der Fluss durch die Grenzflache, ¢ wm; und ¢ w; Sind die Konzentrationen an der
Grenzflache auf der Donatorseite bzw. Akzeptorseite. Fiir den Verteilungsprozess an der
Grenzflache gilt:

C = (A.9)
Aus den Gleichungen A.6-A.8 folgt:
dc 2D 2D,
(1+Q\ S?[M o= dxg @M-l,j - C(d)M,j)' —Z(Qc(d)M,j - CM+1,j)’ (A.9)
16dCeu, _ 2D, 1 6 2D,
6; dt = dx? gCM Li” Q (a)M la d x g2 (:(a)M i CM+1,J‘)' (A].O)
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