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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

A Elinleitung und Zielstellung

Die Beeinflussung der Arzneistofffreisetzung aus unterschiedlichen Arzneiformen zur
Optimierung von Bioverfigbarkeit und therapeutischen Konzepten bilden eine zentrale
Fragestellung biopharmazeutisch-technologischer Studien. Dazu gilt es nicht nur die
Arzneiformen selbst zu untersuchen, sondern auch geeignete Methoden und Modelle fiir diese
biopharmazeutischen Untersuchungen zu entwickeln.

Die in dieser Arbeit verwendeten hydrophilen Silica-Aerogele stellen aufgrund ihrer besonderen
Eigenschaften interessante pharmazeutische Hilfsstoffe dar. Thre offenporige, grof3volumige
Struktur begunstigt die Adsorption von Arzneistoffen und beeinflusst deren Abgabe an
umgebende Medien. Erste Studien [1-3] zeigten, dass die Verwendung von Aerogelen als
Arzneistofftrager unter verschiedenen Aspekten méglich ist. Denkbar sind beschleunigte oder
verzogerte  Arzneistofffreisetzungen in  Abhingigkeit von der Modifikation  der
Aerogeloberfliche, den Arzneistoffeigenschaften und dem umgebenden Medium, die
Léslichkeitsverbesserung schlecht (wasser-)loslicher Arzneistoffe oder auch die Stabilisierung
instabiler Arzneistoffe.

Diese Moglichkeiten sollten anhand verschiedener Modellarzneistoffe (Dithranol, Ibuprofen,
Metronidazol, Nifedipin) in Verbindung mit unterschiedlichen Problemstellungen in der
vorliegenden Arbeit gepriift werden. Pharmazeutisch relevante Formulierungen, vorwiegend
halbfeste Vehikel, aber auch feste Arzneiformen waren zu entwickeln, zu charakterisieren und
thre biopharmazeutischen Eigenschaften zu untersuchen. Dazu wurden verschiedene
schwingungsspektroskopische Methoden in ihrem Anwendungsspektrum erweitert oder neu
etabliert. Dieser analytische Schwerpunkt wurde aufgrund der Vorteile dieser Methoden
hinsichtlich ihres nicht-invasiven und nicht-destruktiven Charakters, der Mdoglichkeit der
simultanen Untersuchung mehrerer Komponenten komplexer Vielstoffgemische und, bei
Penetrations- bzw. Diffusionsstudien, der oz-/ine-Detektion gesetzt.

Gerade zur Charakterisierung der Penetrationseigenschaften halbfester Vehikel sind sowohl
Modellmembranen als auch native Membranen gebrduchlich. Da mit Hilfe der
Modellmembranen oft nur Teilaspekte der physiologischen, hoch-komplexen Vorginge
betrachtet werden konnen und native Membranen nicht nur in ihrer Verfigbarkeit limitiert sind,
sondern auch intra- und interindividuellen Schwankungen unterliegen, galt es,
Lipidmodellmembranen aus Statum-cornenm-Lipiden zur Verwendung als Diffusionsbarriere

herzustellen und auf ihre Einsatzfahigkeit zu prifen.
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Therapeutische Nagellackfilme stellen dhnlich den arzneistoffbeladenen Aerogelen ubersittigte

Arzneistoffdepots dar. Die Diffusion von Ciclopirox und Amorolfin aus therapeutischen

Nagellacken und Cremezubereitungen in bovine Hufmembranen sollte charakterisiert werden.

Daraus ergaben sich fiir die Arbeit folgende Ziele:

Einsatz arzneistoffbeladener hydrophiler Silica-Aerogele als drug-delivery-Systeme  in
halbfesten und festen Formulierungen,

Entwicklung,  Charakterisierung und  biopharmazeutische  Studien  geeigneter
Formulierungen,

Erweiterung und FEtablierung des Anwendungsbereichs schwingungsspektrokopischer
Analysenmethoden, insbesondere der FTIR-ATR-Spektroskopie fiir Penetrations- und
Diffusionsstudien und der FT-RAMAN-Spektroskopie zur Charakterisierung des
physikalischen Arzneistoffzustands in komplexen halbfesten Vehikeln,

Verwendung und Vergleich verschiedener Modellmembranen und nativer Membranen als
Penetrations- und Diffusionsbarrieren,

Optimierung der Herstellung  von  Stratum-cornenm-Lipidmodellmembranen  und
Verwendung selbiger als Barriere sowie

Untersuchung des Diffusionsverhaltens antimykotischer Arzneistoffe aus galenisch

unterschiedlichen Formulierungen durch bovine Hufmembranen.
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B Theoretische Grundlagen

1 Aerogele

Aerogele sind Feststoffe, die sich durch besondere Eigenschaften auszeichnen. Sie werden
typischerweise durch tiberkritische Trocknung von Lyogelen hergestellt und erhalten dadurch die
sehr geringe Dichte und grof3e innere Oberfliche, die sie auszeichnen. Generell kénnen Aerogele
aus verschiedensten Stoffen - anorganisch oder organisch - hergestellt werden [4]. Im Fokus der
vorliegenden Arbeit stehen hydrophile Silica-Aerogele.

Die Idee der ,,Aerogele* ist viele Jahre alt. Bereits in den 1930-er Jahren hat S.S. KISTLER [5, 0]
versucht, Aerogele durch Trocknung von Lyogelen herzustellen. Problematisch ist dabei die bei
der Trocknung eintretende Schrumpfung des Gelgerusts, die in harten, glasartigen Xerogelen mit
geringer Porositit resultiert. KISTLER erkannte, dass ein Austausch des wissrigen
Dispersionsmittels und eine Trocknung unter tberkritischen Bedingungen zum Ziel fithren
wirden. Trotz allem sank nach dieser Zeit das wissenschaftliche Interesse an Aerogelen,
sicherlich auch wegen der sehr langwierigen Herstellung. Hin und wieder gab es in der folgenden
Zeit von verschiedenen Gruppen Ansitze, Aerogele herzustellen, aber etablieren konnten sie sich
erst in den letzten Jahren, weil neue Verfahren den Herstellungsprozess vereinfachten und
verkirzten. So entfillt zum Beispiel bei der Verwendung von Alkoxyorthosilicaten anstelle von

anorganischen Silicaten das aufwendige Auswaschen entstandener Salze [7].

1.1  Herstellung

Die nachfolgend beschriebene Herstellungsweise, die auch fir die in dieser Arbeit verwendeten
hydrophilen Silica-Aerogele genutzt wurde, stellt eine Methode dar und ist in [1] ausfihtlich
beschrieben. Es handelt sich um ein zweistufiges Verfahren mit Sol-Gel-Ubergang. Zunichst
wird Tetramethylorthosilicat einer sauren Hydrolyse unterzogen. Unter geeigneten Reaktions-
bedingungen finden Polymerisation und Gelbildung statt. Das Losemittel wird dem gealterten
Lyogel durch tberkritisches CO, entzogen. Die allgemeine Reaktionsgleichung lisst sich wie folgt

(Gl. 1) zusammenfassen:

Katalysatoren
xn Si(OR),+ 2n HO ” > SiD, + 4n ROH Gl 1
Losemittel: Alkohole,
Aceton, Acetonitril R = C"!;

Eigenschaften, wie z. B. die Aerogeldichte, lassen sich durch Auswahl geeigneter Parameter

wihrend der Synthese steuern.
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1.2 Eigenschaften

Hydrophile Silica-Aerogele sind transparente Feststoffe (Feststoffanteil 0,13% bis 15%) mit
ungewohnlichen Eigenschaften. Sie werden aufgrund ihres Aussehens als gefrorener Nebel (engl.

frozen smofke) bezeichnet. Abbildung 1 zeigt solch ein hydrophiles Silica-Aerogel.

Abbildung 1: Hydrophiles Silica-Aerogel.

Mechanisch sehr instabil - sie zerspringen bei geringstem Druck in kleinste Stiicke - weisen sie
eine hohe thermische Belastbarkeit auf: ab 500°C ist eine Schrumpfung zu beobachten, der
Schmelzpunkt liegt tber 1200°C. Die Wirme- und Schallleitfahigkeit sind gering. Die
interessantesten Eigenschaften fir die pharmazeutische Verwendung sind die geringe scheinbare
Dichte, die gro3e innere Oberfliche und eine hohe Porositit (90-99%). Die Poren mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 8 nm bis 40 nm sind im Gegensatz zu Aerosil® offen und
geben dem Aerogel eine schwammartige Struktur [8, 9]. Eine weitere Besonderheit, die durch die
hohe Porositit bedingt wird, ist der sogenannte Aerogeleffekt. Dieser tritt auf, wenn Aerogele
mit Flissigkeiten in Kontakt kommen. Im Gegensatz zu Xerogelen, die durch Flussigkeitszusatz
wieder in Lyogele umgewandelt werden, schrumpfen Aerogele sofort und verlieren ihr opakes
Aussehen. Ursache sind auftretende Kapillarkrifte, die das Aerogelnetzwerk kollabieren lassen
und damit irreversibel zerstoren. Eine Hydrolyse der hydrophilen Silica-Aerogele tritt im
wissrigen Milieu erst unter sehr stark alkalischen Bedingungen ein. In Tabelle 1 sind die
wichtigsten Eigenschaften von hydrophilen Silica-Aerogelen anderen Silica-Polymeren

gegentibergestellt.

Tabelle 1: Eigenschaften verschiedener Silica-Polymere.

AerosilP200* | Silica-Xerogel Silica-Aerogel
Gelart Xerogel Aerogel
Kontakt mit Wasser Ausbildung eines Lyogel/Hydrogels Strukturverlust
Bulkdichte™ n.d. 0,25-0,6 g cm™3 0,003 - 0,35 g cm?3
innere Oberfliche™* <200 m? gt 300 - 600 m? g! 400 - 1000 m* gt
Poren geschlossene Mesoporen offene Mesoporen
Darstellung Pyrolyse von SiCly Sol-Gel-Prozess

“Degussa, Diisseldorf, Deutschland; ™ scheinbare Dichte von Luft: 0,001 g cm3; ™ bestimmt nach BRUNAUER,
EMMET und TELLER (BET) durch Nj-Adsorptions-/Desorptionsisotherme
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1.3 Verwendung als Arzneistofftriger

Aerogele kénnen unter verschiedenen Gesichtspunkten als Arzneistofftriger verwendet werden,
nachdem der Arzneistoff durch spezielle Verfahren adsorbiert wurde (Kapitel B 1.4). Die
Arzneistofffreigabe kann durch die Eigenschaften des Aerogels und mégliche Modifikationen der
Aerogeloberfliche gesteuert werden. Empfindliche Arzneistoffe werden chemisch und
physikalisch stabilisiert, da aufgrund der groBlen inneren Oberfliche der Aerogele die
adsorbierten Arzneistoffmolekiile auf einen sehr groBen Raum verteilt sind und je nach Beladung
nahezu isoliert vorliegen, so dass PartikelgroBenwachstum und chemische Reaktionen,
insbesondere autokatalytische Reaktionen, erschwert werden.

Bei der Arzneistofffreigabe spielen unterschiedliche Faktoren eine Rolle. Durch
Oberflichenmodifikation hydrophobisierte Aerogele weisen in wiassriger Losung eine verzogerte
diffusionsgesteuerte Freisetzung des adsorbierten Arzneistoffs auf. Anders stellt sich die Situation
bei den hydrophilen Aerogelen dar. Treten diese in Kontakt mit Wasser, wirken starke
Kapillarkrifte in den Poren, so dass das Aerogelgertst kollabiert und seine Struktur verliert
(Aerogeleffekt). Gleichzeitig mit dem schlagartigen Zusammenziehen der schwammartigen
Gertststruktur nimmt der Raum fur die adsorbierten Arzneistoffe ab, und sie werden
hinausgedringt (Abbildung 2). Der nicht-kristalline, amorphe Zustand der adsorbierten
Arzneistoffe ermdglicht zudem eine energetisch giinstige Abgabe an das umgebende Medium, da
keine Kristallgitterkrifte berwunden werden miussen und der Arzneistoff bereits

molekulardispers vorliegt.

Qo -

O Aerogel
> Arzneistoff

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aerogeleffekts.

Der Gedanke, Silica-Polymere als Arzneistofftrager einzusetzen, wurde bereits in den 1980-iger
Jahren anhand verschiedener Modellarzneistoffe und unterschiedlicher Silica-Partikel von
RUPPRECHT e al. verfolgt [10-15]. Die Arzneistoffe wurden aus verschiedenen Losemitteln
adsorbiert. Aerogele wurden nicht in die Studien einbezogen. Anhand der ausgewihlten Beispiele
konnte gezeigt werden, dass spezifische Wechselwirkungen zwischen Arzneistoff und Silica-
Derivat existieren, wodurch sowohl beschleunigte als auch verzogerte Freisetzungen erzielt
werden konnen und ein gewisser Schutz vor chemischen Instabilititen durch die Adsorption
erreicht werden kann [16,17]. Zudem wurde die Ausbildung tbersittigter Losungen nach

Griseofulvindesorption beobachtet [18].
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Aerogele selbst wurden sporadisch pharmazeutisch verwendet. Eines der iltesten Patente stammt
aus dem Jahr 1974 [19]. Darin sind Sublingualtabletten aus Acetylsalicylsdure, Methocel, Glycerin
und Silica-Aerogel mit verzégerter Arzneistofffreisetzung beschrieben. Inwiefern das bezeichnete
Silica-Aerogel alle Eigenschaften eines Aerogels aufwies, 1a3t sich derzeit nicht nachpriifen. So
soll diese Veroffentlichung beispielhaft fiir viele kritisch zu bewertende Studien stehen, da der
Begriff ,,Aerogel” in der Literatur lange Zeit unsystematisch fir unterschiedliche Stoffe mit
verschiedensten Eigenschaften verwendet wurde. BERG e7 4/ zeigten, dass ein Formaldehyd-
Resorcinol-Copolymer als Aerogel in einer Suspension mit ethanolischer Testosteron-
adipatlésung beladen werden kann [20]. Die Verwendung sowohl hydrophiler als auch
hydrophober Aerogele wird in [21] diskutiert. Beispielhaft sei die Rezeptur einer Peelinglotion
genannt. In [22] diente ein Titandioxidaerogel in Kombination mit Polytetrafluoroethylen und
perflourierte Polyether als Hautprotektivum gegen verschiedenste chemische Noxen. Auch
Proteine und Enzyme koénnen in Aerogele inkorporiert werden. So wurde von LEE und
GOULD ein insulinhaltiges Mannitolaerogel zur inhalativen Insulintherapie entwickelt [23],
Cytochrom C wihrend der Synthese in ein Silica-Aerogel eingebunden [24] und Lipasen wurden
adsorbiert [25].

Von der Arbeitsgruppe ARLT/SMIRNOVA wutde in den letzten Jahren verschiedentlich
gezeigt, dass die Losungsgeschwindigkeit schlecht wasserloslicher Arzneistoffe durch Adsorption
auf Silica-Aerogele erhéht werden kann [1, 26-32]. Untersuchungen zum Einfluss modifizierter
Silica-Aerogele (3,29, 32] und erste Ansitze, die organische Aerogele als Arzneistofftriger
verwenden [33, 34], wurden publiziert.

Am  Beispiel von dithranolbeladenen  Aerogelen wurden Penetrationsstudien —an
Modellmembranen mit unterschiedlichen halbfesten Vehikeln durchgeftihrt, die eine stark
verbesserte dermale Verfiigbarkeit im Vergleich zu kristallinem Dithranol dokumentierten.
Zudem konnte der oxidationsempfindliche Arzneistoff auf diese Weise stabilisiert werden [1, 35].
Auch der Einsatz als FlieBregulierungsmittel ist denkbar und in [36] beschrieben.

Eine zusammenfassende Ubersicht tiber die verschiedensten Anwendungsméglichkeiten von

Aerogelen befindet sich in [37].

1.4 Beladung von Aerogelen mit Arzneistoffen

Die Beladung der Aerogele kann zu verschiedenen Zeitpunkten und auf verschiedene Arten
erfolgen. Es besteht die Méglichkeit, Arzneistoffe bereits wihrend der Aerogelsynthese im Sol-
Gel-Prozess hinzuzuftigen. Die so zu adsorbierenden Arzneistoffe miissen die gesamte
Herstellungsprozedur mit allen Temperatur- und Losemittelbelastungen und  die

Extraktionsprozesse unveriandert tberstehen. Eine andere Moglichkeit ist, erst das Aerogel
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herzustellen und danach zu beladen. Die Beladung aus einer Arzneistofflosung ist jedoch
ungtinstig aufgrund des Aerogeleffekts, der zur Zerstorung der Aerogelstruktur wihrend der
Beladung fithren wirde. Daher ist diese Methode vor allem fir hydrophobe Aerogele, die
geringfligiger schrumpfen, geeignet. Die Adsorption aus Uberkritischen Lésungsmitteln, z.B.
CO,, erhalt nicht nur die Aerogelstruktur, sondern die thermische Belastung des Arzneistoffs ist
gering, und der adsorbierte Arzneistoff liegt amorph vor. Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit
einer Adsorption aus Uberkritischer Losung ist die ausreichende Loslichkeit des Arzneistoffs im
tberkritischen Losemittel. Auf dieser Methode beruhen alle in dieser Arbeit durchgefiihrten

Beladungen.

2 Arzneistoffe

Im Folgenden sollen die verwendeten Modellarzneistoffe kurz hinsichtlich der in dieser Arbeit
auftretenden Fragestellungen vorgestellt werden.

Die Beladung der Aerogele wurde mit verschiedenen Modellarzneistoffen durchgefihrt, die nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten ausgewihlt wurden. Eine Anforderung an alle Arzneistoffe
(AST) war eine hinreichende Loslichkeit in Gberkritischem CO,, um die Aerogele zu beladen. In
Tabelle 2 sind die Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten als log Pg-Werte zur
Charakterisierung der Lipophilie sowie die Strukturformeln der Arzneistoffe zusammengestellt.
Die arzneistoffbeladenen Aerogele werden allgemein mit AEAST oder dem jeweiligen

Arzneistoffkiirzel und unbeladene Aerogele mit AE abgekiirzt.

Tabelle 2: Verwendete Arzneistoffe, ihre Struktur und der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient log Poy.

Arzneistoff CAS-Nummer Strukturformel log Pow

Modellarzneistoffe zur Beladung von Aerogeln

OH O OH

480-22-8 (DAC)
Dithranol (DT) 1143.38-0 (USP) O‘O 4,157 £ 0,320 *

rac-Ibuprofen
(Ibussd) 15687-27-1 (Iburac)
Urac > + .
51146-56-6 (Ibus) COOH 3,722 £ 0,227
S-Ibuprofen (Ibus)

N N -
Metronidazol \ 7/ —0,0131 + 0,298
443-48-1 N 0,24 *
(Metro) oN \_\
OH
NO,
Nifedipin (Nif) 21829-25-4 MeOOC COOMe 2,966 + 0,582~
||
N
H
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Modellarzneistoff fiir Diffusionsstudien an Stratum-corneum-Lipidmodellmembranen

o}

Harnstoff (Ur) 57-13-6 PIg 2,110 + 0,187*
H,N"T NH,

Antimykotika fiir Diffusionsstudien an bovinen Hufmembranen

Amorolfin (Amo)
pks 7,59 £ 0,20 5,844 £ 0,321
Amorolfin-HCl 78613-35-1 (Amo) /OK/ (Amo)”
(Amo-HCIl) N HCI

OH

Ciclopirox (Ciclo) ~ 29342-05-0 (Ciclo) ‘

pks 6,25 * 0,20" 41621-49-2 (Ciclo- N0 2,586 + 0,611
Ciclopirox-Olamin | (Cicloy"
(Ciclo-Ol) Ol SO

“Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V8.14 for Solaris (©1994-2008 ACD/Labs); Chemical
abstract service/Science finder scholar; ™ nach [38]

Dithranol wird aufgrund der proliferationshemmenden und antiphlogistischen Eigenschaften in
der Lokaltherapie der Psoriasis vulgaris eingesetzt [39-49]. Problematisch ist die Dithranol-
Therapie in vielerlei Hinsicht. Instabilititen gegentiber verschiedenen Agenzien, ungunstige
Penetrationseigenschaften und eine geringe dermale Verfugbarkeit erschweren die Auswahl
geeigneter Vehikel. So wird Dithranol aus Vaselin, in dem es stabil ist, nur zu 5% freigesetzt,
reichert sich verstirkt im Stratum corneum an (bis zu 95% der freigesetzten Menge), polymerisiert
dort zu Dithranolbraun und gelangt nicht in tiefere Hautschichten [48, 50-53]. Dass durch die
Verwendung von dithranolbeladenem Aerogel eine Penetrationsverbesserung erzielt werde kann,
wurde anhand von Dodecanol-Collodiummodellmembranen gezeigt. Zudem wurde die
verzogerte Zersetzung von Dithranol durch Verwendung von dithranolbeladenem Aerogel in
einem Modellexperiment mit Polyethylenglykol (PEG) 400 nachgewiesen [2]. Die vorliegenden
Ergebnisse der Penetrationsstudien sollten durch Verwendung von humanem Stratum cornenm
bestitigt werden und dabei die von HARTMANN ez a/ [54,55] beschriebene FTIR-ATR-
Diffusionszelle an die Verwendung nicht-wissriger Donatoren und Akzeptormedien angepasst
werden.

Ibuprofen wird als Analgetikum und Antiphlogistikum in dermalen und oralen Arzneiformen
verwendet, wobei S-Ibuprofen das Eutomer darstellt. Bei oraler Applikation wird das Racemat
verwendet, da iz vivo durch eine 2-Arylpropionyl-Coenzym-A-Epimerase eine ausreichende
Umwandlung des R-Enantiomers gewihrleistet ist [47, 49, 56-58]. Bei dermaler Applikation
findet diese unidirektionale chirale Inversion nicht statt. Daher wird in diesen Fillen das S-
Enantiomer eingesetzt [59]. Die Einordnung in das biopharmazeutische Klassifizierungssystem
BCS, dem sowohl Permeabilitit als auch Loslichkeit der Arzneistoffe zugrunde liegen, kann in
Klasse 1I - gut permeabel, pH-abhingige Loslichkeit - erfolgen [58]. Ibuprofen wurde wegen
seiner guten analytischen Zuginglichkeit und der Verwendung in dermalen und oralen

Arzneiformen als Analgetikum und Antiphlogistikum ausgewihlt. Durch verschiedene
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analytische Methoden galt es, die beladenen Aerogele zu charakterisieren. Anhand von
Freisetzungsuntersuchungen in unterschiedliche halbfeste Vehikel sollte zunichst eine
Zubereitung zur dermalen Applikation gefunden werden, deren Penetrationsverhalten in
nachfolgenden Studien an lipophilen Dodecanol-Collodiummembranen betrachtet wurde. Fiir die
orale Applikation wurde erstmalig das Tablettierverhalten von Aerogelen studiert. Erginzend
durchzufithrende FT-RAMAN-spektroskopische Untersuchungen der Tablettiermischungen und
Tabletten sollten Riickschlisse auf den physikalischen Zustand des adsorbierten Ibuprofens und
dessen Lagerungsstabilitdt zulassen.

Das Antibiotikum Metronidazol wird aufgrund seiner antiphlogistischen Eigenschaften zur
topischen Therapie der Rosacea eingesetzt [60, 61]. Das Stabilititsoptimum in wassriger Losung
liegt zwischen pH 4,6 - 5,4, da es als Nitroimidazol-Derivat besonders im alkalischen Milieu
zersetzt wird [45]. Viele metronidazolhaltige Cremes zeigen eine hohe Neigung zu
Rekristallisationsvorgingen, was die Qualitit der Produkte sehr mindert. Bereits geringfiigige
Wirmeanwendung, wie sie zum Beispiel bei der Verwendung automatischer Rihrsysteme zur
Herstellung der Cremes auftritt, fihrt zu einem verstirkten Kristallwachstum [62]. Des Weiteren
begiinstigt die iibliche rezeptierte Konzentration von 1% diese Prozesse, da die Loslichkeit zum
Beispiel in Basiscreme DAC mit 0,8% angegeben wird [62]. Das Fertigarzneimittel Metrocreme®
umgeht diese Probleme, indem die Metronidazolkonzentration 0,75% betrigt. Daher
interessierten an metronidazolhaltigen halbfesten Formulierungen verschiedene Aspekte.
Freisetzungsstudien in verschiedene Vehikel und Penetrationsstudien derselben in kinstliche
Membranen und humanes S#atum corneum sollten durch Untersuchungen zur Loéslichkeit und
Kiristallisation in den verschiedenen Vehikeln mit Hilfe der FT-RAMAN-Spektroskopie erginzt
werden. Eine Fragestellung dabei war, ob durch die Verwendung metronidazolbeladener
Aerogele die Kristallisationsneigung verringert werden kann und ob ecine Beeinflussung
respektive eine Verbesserung der Penetration erzielt werden kann. FEinflisse der
Vehikelzusammensetzung und von einzelnen Vehikelbestandteilen wurden dabei gesondert
betrachtet.

Der Calciumkanalblocker Nifedipin wird in schnell-freisetzenden und retardierten oralen
Arzneiformen eingesetzt [49]. Problematisch sind die chemische Instabilitit [63-65], die schlechte
Wasserloslichkeit (BCS-Klasse 11, [66]) und ungiinstige Eigenschaften beim Tablettieren. Studien
zu  Loslichkeit und Losungsgeschwindigkeit anhand der jeweiligen Pulver und
schnellfreisetzender Tabletten wurden fir Nifedipin und nifedipinbeladene Aerogele
durchgefihrt.

Zur topischen Therapie von Nagelmykosen werden unter anderem Amorolfin-Hydrochlorid

(Loceryl®-Priparate, Galderma Laboratien, Diisseldorf, Deutschland) und Ciclopirox sowie
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Ciclopirox-Olamin (Batrafen®, Sanofi-Aventis, Frankfurt/Main, Deutschland) verwendet. Als
besonderes therapeutisches Konzept sind Nagellacke mit diesen Arzneistoffen verfiigbar. Diese
bestehen aus einer Polymermatrix, die nach Applikation und Verdunsten des Losungsmittels ein
Arzneistoffreservoir ausbildet. Dadurch wird die Arzneistoffkonzentration um das Vier- bis
Fiinffache erhéht und lokal auftretende Ubersittigungsphinome begiinstigen das Eindringen der
Arzneistoffe in den Nagel. Limitierend fur die Diffusion durch die Nagelplatte ist nicht die
Arzneistofffreigabe, sondern aufgrund des geringeren Lipidanteils des Nagels im Vergleich zu
humanem S#atum corneumr die Diffusion selbst. Daher kann durch gesittigte Arzneistofflosungen
eine maximale thermodynamische Aktivitit und damit ein maximaler Flux erreicht werden. Ein
weiterer Vorteil gegeniiber herkémmlichen halbfesten Vehikeln ist die lingere Haftzeit auf dem
erkrankten Nagel [67-70]. Auch die Eigenschaft des Sublimierens und damit die Fihigkeit
Hohlraume des erkrankten Nagels zu tberwinden, wird als beglinstigend fiir die Wirksamkeit
dieser Antimykotika diskutiert [71].

Harnstoff wirkt konzentrationsabhingig hydratisierend, keratoplastisch oder keratolytisch. Des
Weiteren werden Enhancerfihigkeiten, die auf der keratoplastischen Wirkung [45, 48] beruhen,
diskutiert. Diffusionsstudien wissriger Harnstofflésungen durch humanes S#atum cornenm und
bovine Hufmembranen wurden bereits durchgefithrt [55] und dienten als Referenz fiir die mit

den Modellmembranen aus Stratum-corneun-Lipiden erhaltenen Daten.

3 Membranen

Membranen verschiedenster Natur sind von pharmazeutischem Interesse, da sie an nahezu allen
Absorptionsvorgingen als Hauptbarriere beteiligt sind. Ihre FEigenschaften und ihre
Zusammensetzung sind je nach Funktion und Lokalisation unterschiedlich. Die Haut ist das
groBBte Organ des menschlichen Korpers und weist verschiedenste Schutzfunktionen auf. Bei
topischer Applikation von Arzneistoffen stellt die dullerste Hautschicht, das S#atum cornenm, die
Hauptbarriere fiir das - vielfach therapeutisch erwiinschte - FEindringen des Wirkstoffs dar [45,
48]. Daher ist der FEinsatz von Human- oder Tierhaut fiir die Entwicklung topischer
Formulierungen notwendig. Aufgrund der begrenzten Verfligbarkeit, der hohen Variabilitit
nativer Membranen und nicht zuletzt aus ethischen Griinden treten Beschrinkungen auf, die zur
Entwicklung verschiedener Modellsysteme fihrten. Diese kopieren nur bestimmte native
Materialeigenschaften. Die Ursachen dafir sind vielgestaltig. So birgt die hoch-komplexe, noch
nicht bis in alle Einzelheiten aufgeklirte Struktur Probleme beim Imitieren. In bestimmten Fallen
interessieren lediglich Teilprozesse oder der Einfluss bestimmter Membranbestandteile soll aus
physiologischen sowie pathophysiologischen Interessen untersucht werden. Fir erste

Untersuchungen zu entwickelnder topischer Formulierungen geniigt oft die Nachahmung der
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Gesamteigenschaft, um  Anhaltspunkte fiir Verinderungen des Systems oder zur
Charakterisierung zu erhalten. So wird z.B. die Lipophilie des S#ratum cornenms durch ein einfaches
System wie der Dodecanol-Collodiummembran nachgeahmt [72]. Nicht unerwihnt soll an dieser
Stelle aber der Hinweis bleiben, dass alle (Modell-)Systeme ihre Grenzen aufweisen und
Einsatzmoglichkeiten und Aussagekraft stets kritisch diskutiert werden miissen.

Nachfolgend werden die in der Arbeit verwendeten Membranen vorgestellt.

3.1 Native Membranen

3.1.1 Humanes Stratum corneum

Die duBlerste Schicht und damit die Hauptbarriere fiir eindringende Stoffe in die Haut bildet das
Stratum cornenm (SC). Dieses ist das Endprodukt der Metamorphose der Keratinozyten in der
Epidermis und besteht aus Korneozyten (verhornte, tote Keratinozyten), die in eine Lipidmatrix
eingebettet sind. Es existieren verschiedene Modellvorstellungen, auf die mit einer Ausnahme
nicht weiter eingegangen werden soll. Stark vereinfacht wurde das SC bereits von ELIAS [73] als
s brick-and-mortar model beschrieben. Die Backsteine des Modells stellen die Korneozyten dar, die
Lipidmatrix dient als Mortel. Diese interzellulire, lamellare Lipidmatrix ist hoch geordnet und
hauptsichlich fur die Barriereeigenschaften zustindig. Sie nimmt etwa 1/5 des gesamten
Hornschichtvolumens ein und besteht hauptsichlich aus Ceramiden der verschiedenen
Ceramidklassen, freien Fettsduren, Cholesterol, Cholesterolsulfat u.a. -Derivaten sowie
Triglyceriden. Der Wassergehalt betrigt 25% [45,48]. Abbildung 3 zeigt die prozentuale
Zusammensetzung der Lipidmatrix. Die Strukturanordnung der Lipide im SC wird durch
verschiedene Modelle [74-78], die derzeit sehr kontrovers diskutiert werden, beschrieben. Eine

kritische Betrachtung findet sich in [79].

HO' Ceramide (ca. 40%)

Cholesterol (ca. 25%)
und Cholesterolderivate
(ca. 6%,

Triglyceride (ca. 4%)
z.B. Cholesterolsulfat)

MH/\
W

Fettsauren (ca. 25%) N {o
m [e]
/\(\/}/\/\)L ©
n oH

Abbildung 3: Prozentuale Zusammensetzung der Lipidmatrix des humanen SC (modifiziert nach [48]).
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Arzneistoffe konnen tiber verschiedene Penetrationswege das SC passieren. Neben der inter- und
intrazelluliren Route gibt es die - untergeordnete - Moglichkeit, entlang der Adnexen
(transglandulir, transfollikulir) zu penetrieren (Abbildung 4). Als Hauptweg fiir die meisten
Stoffe ist der interzellulire Weg durch die Lipidmatrix anzunehmen. Als Gesamtkompartiment
betrachtet, stellt das SC daher eine lipophile Barriere dar. Dies wird bestitigt von
SURBER ez 4l [80], die den SC-Wasser-Verteilungskoeffizienten mit verschiedenen anderen
Verteilungskoeffizienten verglichen. Die besten Korrelationen zeigten der Isopropylmyristat

(IPM)-Wasser-Verteilungskoeffizient und der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (log P, ).

Interzellulare Passage Transzellulare Passage

Plasma-

membran

Fettsauren Wesser  ceramide

,,,,,,,,, PCATASACAS |
{ I . ==

Interzellular-

Lipid
raum Desmosomen Wasser Chdlesterol Triglyceride

Abbildung 4: Penetrationswege durch das humane SC (modifiziert nach [81]).

3.1.2  Menschlicher Nagel und bovine Hufmembran

Im Folgenden soll zunichst auf den Aufbau des humanen Nagels und die sich daraus ergebenden
Probleme hinsichtlich der Therapie erkrankter Nigel, insbesondere durch Mykosen und der
Durchfithrung von Penetrations-/Permeationsstudien eingegangen werden. Dies geschieht unter
biopharmazeutisch-technologischen Gesichtspunkten.

Im Gegensatz zum SC stellt der menschliche Nagel eine hydrophile Barriere dar [82].
Anatomisch ist er in Nagelplatte, Nagelbett und Matrix gegliedert [83]. Die Nagelplatte selbst, die
ebenso wie das SC aus toten verhornten Zellen mit deutlich ausgeprigten Zellmembranen
besteht, weist einen dreischichtigen Ausbau auf [83]. Die Schichten stehen im Verhiltnis
dorsal/intermedial/ventral = 3/5/2 zueinander [84], wobei die Hauptbartiere fiir das Eindringen
von Substanzen in den Nagel der dorsale Bereich darstellt. Ex besteht aus wenigen Schichten sehr
harten Keratins und weist eine geringe Diffusivitit fiir Arzneistoffe auf.

Lipide kommen vor allem dorsal und ventral vor, wobei ventral der hochste Lipidgehalt
nachweisbar ist. Es sind langkettige Fettsduren, freie Fette, Cholesterol, Squalene und

Phospholipide vertreten [84]. Cholesterol ist nicht nur die Hauptkomponente, sondern dient
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zusammen mit Wasser auch als Weichmacher des Nagels [85]. Der transonycheale Wasserverlust
(TOWL) wird durch die Lipide nicht behindert [83]. Die Quellung des Keratins ist pH-abhingig
und wird besonders durch niedrige pH-Werte geférdert [69].

Der feste Zusammenhalt der Zellen wird durch a-Keratinfibrillen erreicht. Es kommen vor allem
Aminosduren mit ambivalenter oder hydrophiler Seitenkette vor: Glycin, Cystein, Glutaminsaure,
Arginin, Asparaginsdure, Serin und Leucin. Daraus resultiert eine hydrophile, stickstoff- und
schwefelreiche Struktur. Die Interaktionen zwischen den Keratinfibrillen finden besonders in den
cysteinreiche Regionen der Zellmatrix tiber Disulfidbricken statt. VAN-DER-WAALS-Krifte,
Wasserstoffbriickenbindungen und COULOMBsche Krifte treten ebenso auf [83].

Diese Zusammensetzung fithrt zur Ausbildung einer als hydrophile Gelmembran agierenden
Barriere [82]. Das bedeutet, dass vor allem geloste Stoffe dem wissrigen Weg, entlang der durch
thermische Bewegung der Keratinfasern entstandenen Poren, durch die intakte Barriere folgen
und somit kleine Molekiile schneller diffundieren als gro3e. Da die Molekiile oftmals viel kleiner
sind als die Porengrofle, sind Konvektion und Diffusion die Haupttriebkrifte. Neben der
MolekiilgroB3e wirkt sich auch die Molekiilgeometrie (linear, globulir, verzweigt, asymmetrisch)
auf die Diffusion aus [68]. Hydrophobe und elektrostatische Interaktionen (z.B. DONNAN-
Effekt) zwischen den Arzneistoffmolekiilen und dem Keratinnetzwerk beeinflussen ebenfalls die
Diffusion, da die Molekiile nicht nur entlang der Keratinfibrillen diffundieren, sondern auch in
das Keratingerust verteilt werden kénnen [80].

Neben dem dominanten wissrigen Diffusionsweg wird fiir extrem lipophile Stoffe auch ein
lipophiler Weg diskutiert, doch ist dieser von untergeordneter Bedeutung [82].

In Tabelle 3 sind abschlieBend die Eigenschaften von SC und Nagel gegeniibergestellt.

Tabelle 3: Vergleich der Eigenschaften von humanem SC und Nagel (modifiziert nach [87]).

Eigenschaft SC Nagel

Dicke [um] 10 - 40 50 - 1000
Disulfidbriicken [%0] 1,2 10,6
Lipidgehalt [%0] 10 - 20 0,1-1

nativer Wassergehalt [0] 25 7-12
vollstindige Hydratation,

Wassergehalt [%0] 200-300 25

TEWL, TOWL" [mg cm?h'] 0,56 / 1,17 - 3,35 1,94
Verhalten lipophile Verteilungsmembran konzentriertes Hydrogel

“TEWL, TOWL: transepidermaler bzw. transonychealer Wasserverlust

Die Verfigbarkeit humaner Nigel ist gering und die Variabilitit vielfach zusitzlich durch
pathologische Verinderungen gesteigert. MERTIN und LIPPOLD [69] postulierten eine
empirische Gleichung (Gl. 2), die die Verwendung von bovinen Hufmembranen als Modell fir
humane Nigel auf eine mathematische Basis stellt, indem die Permeationskoeffizienten der

beiden Barrieren korreliert werden:
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logP, =3273+1751 logP, GL 2

Py ist der Permeabilititskoeffizient durch die humane Nagelplatte und P der
Permeabilititskoeffizient durch die bovine Hufmembran. Beide Koeffizienten sind in [cm s
angegeben.

Trotz dieser Zusammenhinge weisen beide Membranen Unterschiede auf. Hufkeratin ist
wesentlich weitmaschiger als Nagelkeratin, so dass die Permeabilitdt von Molekiilen weniger iiber
GroBenausschlussprozesse beeinflusst wird. Aulerdem ist die Permeabilitit des bovinen Hufs im
Vergleich zum humanen Nagel stark erhoht (10- bis 30-fach) [69]. Abbildung 5 zeigt

elektronenmikroskopische Aufnahmen von humanen Nigeln und bovinen Hufmembranen.

AccV ———————— 20um S g T AccV
10.0kV Nail under-surface N\ : 10.0kV Nail cross-section

Abbildung 5: ESEM- und REM-Aufnahmen humaner Nigel (oben, [68]) und boviner Hufmembranen
(unten).

Penetrations- und Permeationsstudien an menschlichen Nigeln oder bovinen Hufmembranen
sind aufgrund der Eigenschaften dieser Membranen und den Anforderungen an die Arzneiform
unter bestimmten Bedingungen durchzuftihren. Essentiell dabei ist das Absichern der
Hydratation der Membran wihrend des gesamten Experiments. Im Gegensatz zu Studien mit SC
ergibt sich das Problem, dass Dehydratationsprozesse sehr schnell ablaufen, da der TOWL
groBer ist als der TEWL (Tabelle 3). Auch die Quellbarkeit einiger therapeutischer Lacke ist zu
bedenken. Die ersten Studien verwendeten getrocknete Membranen und sind somit kritisch zu
betrachten [83]. Neuere Experimentanordnungen beruhen auf ubersittigt-hydrierten
Membranen. Je nach Versuchsaufbau wurden abgedeckte oder offene Donatoren verwendet.
Auch die Temperatur variierte von 32°C zu 35°C oder gar 37°C [86]. Akzeptoren waren meist
wissrige Medien, die entweder direkt verwendet wurden oder durch Poloxamergele [88] oder

Wattebdusche [89-91] immobilisiert wurden. Als Medien dienten destilliertes Wasser, 40%
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PEG 400 in Wasser [84] oder verschiedene Puffer, z.B. isotoner Phospatpuffer mit Zusitzen wie
0,5% Brij® 58 [92] oder 0,02% Natriumazid [69] oder Boratpuffer pH5 [93]. FRANZ-
Diffusionszellen fanden als on-line- [94] und off-line-Methode Verwendung [69, 70]. Daran
anschlieBende analytische Methoden spiegeln nahezu das gesamte zur Verfugung stehende
analytische =~ Spektrum  wieder:  Hochleistungsflussigkeitschromatographie ~ (HPLC)  oder
Gaschromatographie (GC) mit UV/Vis- oder Fluoreszenzdetektion, Infrarotspektroskopie
(MIR), Szintigraphie (bei radiomarkierten Arzneistoffen) des Akzeptormediums oder der
Membran nach dem Experiment, nach Mikrotomschnitten oder Abschleifen einzelner
Membranschichten [68, 83].

Strukturanalysen mittels unterschiedlicher mikroskopischer Verfahren nach Behandlung mit
Enhancern wurden ebenso durchgefthrt [92, 95]. Nicht zuletzt sind mikrobiologische Studien zu
erwihnen, die das FErreichen der minimalen Hemmkonzentration bei antimykotischen

Wirkstoffen tberpriiften [96-99].

3.2 Kinstliche Membranen

3.2.1 Dodecanol-Collodiummembranen

Dodecanol-Collodiummembranen (DCM) wurden bereits hinreichend beschrieben. Eine
Mischung aus Dodecanol mit 10% Octanol ist in einer Collodiummatrix immobilisiert [72]. Sie
repriasentieren als lipophile Verteilungsmembran das SC und werden vor allem fir
Freisetzungsmodelle, wie das Mehrschichtmembranmodell [53, 72, 100-103], genutzt. Auch als
Penetrationsmodell findet die Membran vielfiltige Verwendung [2, 104-107].

3.2.2  Modellmembranen aus Stratum-corneun-Lipiden

Membranen aus SC-Lipiden befinden sich derzeit im Fokus verschiedener Forschungsgruppen.
Mit ihnen soll die Struktur der SC-Lipimatrix nachgebildet werden. In Analogie zur nativen
Matrix bestehen diese Modellmembranen aus Ceramid(en), Fettsduren, Cholesterol (und
Cholesterolderivaten). Cholesterol und Cholesterolsulfat erwiesen sich als essentiell fur die
Solubilisierung der Lipide, wobei Cholesterolsulfat die Phasenseparation von Cholesterol
verringert [108-113].

Durch Verinderung der Lipidzusammensetzung, im Wesentlichen als Variation der Fettsauren
und Ceramide, werden die Einflisse der Bestandteile auf die Ausbildung der
Barriereeigenschaften und Substrukturen untersucht. Vielfach werden Rontgen- und

Neutronenstreuung zur Charakterisierung eingesetzt. Eine Ubersicht tiber diese Studien findet

sich in [114].
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Als besonders wichtig fir die Ausbildung der multilamellaren Bilayer haben sich unterschiedliche
Ceramide herausgestellt, wobei Ceramid [AP] die Struktur der gebildeten Membran durch sich
gegeniiberliegende Molekiile in Haarnadel-Konformation (engl. hair pin) wesentlich bestimmt.
Lingerkettige Ceramide, wie Ceramid [EOS|, miissen sich, z.T. in vollstindig gestreckter
Anordnung (engl. ful extended), in diese Struktur eingliedern und verstirken als molekularer Anker
die Membranstabilitit [115]. Abbildung 6 zeigt, basierend auf dem ,,armmature reinforcement model*,

die Modellvorstellung solcher Membranen.

Se——me——o. e——me——
T o (b % — )
O OO c— E‘Q
C——oo——0 TC— ') m— C)CD ———O
Cer [AP QC) O O
ha pin (C—— __ Cha PA, BA O— = — )
ful etended 0 o——Og
Cer [EOS] - — ao— — O Qigg

Abbildung 6: ,,Armature reinforcement model* zur Beschreibung des schematischen Aufbaus von SC-
Lipidmodellmembranen; A: Ceramid [AP]/Cholesterol/Palmitinsiure (Cer[AP]/Chol/PA = 55/30/15), B:
Ceramid [EOS]/Ceramid [AP]/Cholesterol/Behensiure (Cer[EOS]/[AP]/Chol/BA = 23/10/33/33),
modifiziert nach [116, 117].

Die Nomenklatur der Ceramide (Cer) beruht auf Buchstaben, die die Sphingoidbase
(Sphingosin = S, Phytosphingosin = P, 6-Hydroxysphingosin = H, Dihydrosphingosin = DS)
und die amidgebundene Fettsiure (nonhydroxy =N, o-Hydroxy = A, estergebundene -
Hydroxyfettsiure = EO) charakterisieren Die gebundenen Fettsiuren sind variabel in ihrer

Kettenlinge; C24 und C26 kommen dabei dominierend vor [118-121]. Abbildung 7 zeigt die

Strukturformeln der fir die Lipidmembranen dieser Arbeit verwendeten Ceramide.

OH

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)Y Cer[EOS]

HN
OH
M Cer[AP]

OH

Abbildung 7: Strukturformeln der zur Priparation der Modellmembranen verwendeten Ceramide [EOS]
und [AP].

Diffusionsexperimente mit solchen Lipidmodellmembranen wurden sporadisch beschrieben
[122-129]. Auf zwei Studien soll hier naher eingegangen werden, weil sie fiir diese Arbeit gro3ere

Relevanz besitzen. GLOMBITZA [130] untersuchte die Permeation von Diclofenac-Natrium
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und Ibuprofen-Lysinat aus wissrigen Losungen sowie Hydrocortison aus Wasserhaltiger
Hydrophiler Salbe DAB in Abhingigkeit von der Zusammensetzung der Lipidmischungen der
Membranen aus Ceraderm S, Ceramid [NS] und [NP], gesittigten und ungesittigten Fettsiuren
und Cholesterol. Daftir wurden die Lipidmischungen durch verschiedene Schmelz-
Zentrifugations-Zyklen bei 80°C hergestellt und unter denselben Bedingungen hydratisiert. Die
Schmelze wurde in eine metallene Siebscheibe eingestrichen, die fiir die Permeationsstudien
mittels FRANZ-Diffusionszelle auf beiden Seiten durch eine silikonisierte Dialysemembran
abgeschirmt wurde, um Auswaschprozesse zu verhindern. Kritisch anzumerken ist die Auswahl
der Ceramide, da Ceraderm S® eine Mischung verschiedener Sphingo- und Phospholipide aus
porcinem Hirn ist und auch die zugesetzten Ceramide [NS] und [NP] nur geringen Einfluss auf
die Ausbildung der typischen SC-Substrukturen zeigten. Der Einsatz siliconisierter Membranen
als Auswaschschutz zu beiden Seiten der eigentlichen Barriere ist problematisch, aber auch
nachvollziehbar, da sich die Lipidmodellmembranen nicht stabil gegeniiber mdglichen
Solubilisationseffekten erwiesen haben.

Einen anderen Weg hat DE JAGER [131, 132] beschritten. Die Mischungen aus synthetischen
Ceramiden (Cer [EOS], Cer [NS], Cer [NP], Cer [AS], Cer [AP]), freien Fettsiuren und
Cholesterol, gelést in Hexan/Ethanol 2/1, wutden via Airbrush unter Stickstoffatmosphire auf
einen Polycarbonatfilter aufgespriiht, getrocknet und bei 70°C fur 10 min dquilibriert. Vor dem
Permeationsexperiment wurden die Membranen 1h mit Phosphatpuffer hydriert. Als
Modellarzneistoffe dienten para-Aminobenzoesidure und zwei ihrer Derivate in wassriger Losung.
Es wurde postuliert, dass Cer [EOS] mal3geblich an der Ausbildung der Barriereeigenschaften
beteiligt ist.

Die als Basismischung in der vorliegenden Arbeit bezeichnete Mischung aus Ceramid [AP],
Cholesterol (Chol), Palmitinsdure (PA) und Cholesterolsulfat (Chols) wurde bereits von
ZBYTOVSKA [133] charakterisiert. Da aktuelle Studien den Einfluss von Ceramid [EOS] bei der
Ausbildung der Lipidbarriere belegt haben, wurde eine weitere Lipidmischung, bestehend aus den

Ceramiden [EOS] und [AP], Cholesterol und Behensiure (BA) verwendet [117].

4 Schwingungsspektroskopie

4.1 Grundlagen

Schwingungsspektroskopie  basiert auf dem  unterschiedlichen  Schwingungs- und
Rotationsverhalten der Atome eines Molekils nach Anregung durch elektromagnetische
Strahlung, wobei die Molekiile einen virtuellen Zustand erreichen und nicht in den angeregten

Zustand (S,) Ubergehen. Das Termschema in Abbildung 8 =zeigt die mdglichen
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Schwingungszustinde, auf denen die verwendeten Methoden - Infrarot (IR)- und RAMAN-

Spektroskopie - autbauen.

UZ%
U=
u=1 S
u=0
virtueller
1 Zustand
UZ%
U=
g , i >
v IR NIR Raileigh Stokes  Anti-Stokes

Abbildung 8: Energieniveauschema der Uberginge bei IR- und NIR-Absorption sowie die RAYLEIGH-,
STOKES- und Anti-STOKES-Streuung; Sp Molekiilschwingungen des Grundzustandes, S;
Molekiilschwingungen des angeregten Zustands, U Schwingungsquantenzahl (modifiziert nach [134]).

Tabelle 4 stellt die wichtigsten Gemeinsamkeiten und Unterschiede von mittlerer (M) und naher

(N) IR-Spektroskopie der RAMAN-Spektroskopie gegeniiber [135, 130].

Tabelle 4: Eigenschaften schwingungsspektroskopischer Methoden (modifiziert nach [136]).

RAMAN- MIR- NIR-
spektroskopie Spektroskopie Spektroskopie
Wellenzahlbereich [cm] 4000 —10 4000 - 400 12500 - 4000
. . ) Obertone,
Schwingungsmodi Grundschwingungen o
Kombinationsmoden
Quelle monochromatisch polychromatisch
Detektion der Streuung Absorption
Strukturen homonuclear polare Gruppen CH/OH /NH
Selekivitit hoch gering
|
Proportionalitit Iraman ~ ¢ LAMBERT-BEERsches Gesetz: Iog|—° =A=&d

Position und Intensitit der Schwingungsbande sind charakteristisch fiir die zugrunde liegende
Schwingung. Nicht nur die Art der beteiligten Atome, auch die chemische Bindung, die
Konformation und die direkte Umgebung gehen in das Schwingungsspektrum ein. Demzufolge
ist ein Schwingungsspektrum eine Art Fingerabdruck der Probe. Die Auswertung der Spektren
erfolgt anhand von empirischen Daten und mit Hilfe mathematischer Programme.

Zu weiteren Informationen und Grundlagen der Schwingungsspektroskopie sei auf die

einschligige Literatur [135-142] verwiesen.
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4.2 Methoden

421 Abgeschwichte Totalreflexionsspektroskopie

FOURIER transform infrared (FTIR) attenuated total reflection (ATR) Spektroskopie beruht auf dem
Effekt der abgeschwichten Totalreflexion. Daher wird bei der ATR-Spektroskopie ein speziell
angeschliffenens Internes Reflexionselement (IRE) mit einem hohen Brechungsindex n,
eingesetzt, auf dem sich die Probe (Brechungsindex n,) in engem optischen Kontakt befindet. In
den meisten Fillen ist dies ein 45° angeschliffener Zinkselenidkristall (n, = 2,4) [135]. Der
totalreflektierte Lichtstrahl dringt eine kurze Strecke in die Probe ein und wird reflektiert, wobei
es gleichzeitig zur Absorption von Strahlung durch die Probe kommt. Das ATR-Spektrum einer
Probe gleicht weitgehend dem entsprechenden Transmissionsspektrum (Abbildung 9). Vorteile
gegeniiber dem Transmissionsspektrum ergeben sich aus weiteren Finflussgrolen wie
Einfallswinkel des IR-Strahls, Wellenlinge und Refraktionsindices von IRE und Probe und
fithren zu hoheren Intensititen und einer besseren Auflosung im Fingerprint-Bereich (ca. 800 cm™

bis 1800 cm'') [135].
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Abbildung 9: FTIR-ATR-Spektrum (schwarz) und Transmissionsspektrum(grau) von S-Ibuprofen.

Da die Eindringtiefe des IR-Strahls nur wenige Mikrometer betrigt, ist ein enger und tber die
gesamte Messzeit konstanter optischer Kontakt von essentieller Bedeutung. Gerade native
Membranen weisen jedoch eine gewisse Oberflichenrauhigkeit auf, die diesen engen Kontakt
nicht gewihrleistet. Auch durch penetrierende Substanzen kénnen wihrend der Messung Filme
zwischen IRE und aufgetragener Membran entstehen, die eine sinnvolle Spektrenauswertung
erschweren oder unmoglich machen. Daher wurde von HARTMANN e¢f a/. [54] eine Diffusions-
zelle entwickelt, die durch ihren Aufbau nicht nur einen engen Kontakt zwischen Probe und IRE
garantiert, sondern aulerdem die Moglichkeit einer separaten Kalibrierung bietet. Abbildung 10

zeigt den herkoémmlichen Messaufbau fiur Penetrationsexperimente und eine schematische
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Darstellung der FTIR-ATR-Diffusionszelle. Ahnlich der FRANZ-Diffusionszelle befindet sich
unter der Membran ein Akzeptorkompartiment, welches mit einem Medium entsprechend den
Anforderungen des Experiments befullt wird. Im Gegensatz zur FRANZ-Zelle sind im
ungerithrten Akzeptor keine Sink-Bedingungen realisierbar, da dieser ein sehr geringes Volumen
aufweist und allein der Vermittlung des optischen Kontakts zur Membran dient. Daraus ergeben
sich besondere Anforderungen an das Akzeptormedium, die im Verlauf der Arbeit weiter

erldutert werden.

Donator
Donator Membran
Membran Akzeptor
ATR Kristall / ATR Kristall /
A A
IR-Strahl IR-Strahl

Abbildung 10: Konventioneller Messaufbau (links) und FTIR-ATR-Diffusionszelle (rechts), (modifiziert
nach [35]).

4.2.2  Diffuse Reflexionsspektroskopie

Diffuse Reflexion Infrarot FOURIER Transformation Spektroskopie (DRIFT) kann fir
pulverférmige Proben oder Feststoffe mit groer Oberflichenrauhigkeit eingesetzt werden und
basiert auf der von KUBELKA und MUNK entwickelten Theorie zum Strahlungstransport in
streuenden Medien [143]. Auf die Probe auftreffende Strahlung wird an der Probenoberfliche
reflektiert oder dringt in die Probe ein und wird im Probeninneren absorbiert und zuriick an die
Probenoberfliche gestreut. Da im IR-Bereich die Streuung unabhingig von der Wellenzahl ist, ist
das entstehende Spektrum proportional zum Absorptionsspektrum der Probe, wobei spektrale
Bereiche mit geringer Absorption in ihrer Sensitivitit verbessert werden. Um einen Grof3teil der
von der Probe gestreuten Strahlung zu erfassen, haben sich unterschiedliche Messsysteme
etabliert. Werden Ulbrichtkugeln vornehmlich im UV/Vis- und NIR-Bereich verwendet, sind bei
Experimenten im MIR-Bereich Messaufbauten mit mehreren, die Probe umgebenden Spiegeln

gebriuchlich (Abbildung 11) [135, 138].

Probe

Abbildung 11: Schema der DRIFT Messeinheit Praying Mantis (Harrick Scientific, Ossining, New York,
USA) zur Darstellung von Spiegelanordnung und Strahlengang mit Iy einfallender Strahl, I reflektierter
Strahl (modifiziert nach [144]).
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DRIFT-Spektren sind von verschiedenen Parametern abhingig. Schon die Probenpriparation
selbst hat einen groBen FEinfluss auf die Spektren, da die Reflektion nicht nur von der
PartikelgréBe und -form abhingig ist, sondern auch von der Packungsdichte und der
makroskopischen Probenoberfliche [135]. Daher sind eine sorgfiltige und reproduzierbare
Probenpriparation und moglichst konstante Messbedingungen unabdingbar. Fir Messungen im
MIR, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, werden die Proben mit KBr stark verdunnt
(Konzentration des Analyten ca. 0,1%). Trotz dieser Verdinnung nehmen im Fingerprint-Bereich
die Bandenintensititen zu und die Linienbreiten ab, so dass sich die DRIFT zur Quantifizierung
arzneistoffbeladener Aerogele anbietet. Dies wird in Abbildung 12 deutlich. Hier sind ATR-,
DRIFT-, und photoakustisches Spektrum eines ibuprofenbeladenen Aerogels gegeniibergestellt.
Nachteile sind die bereits erwidhnte, duBlerst sorgfiltig durchzufithrende und aufwindige
Probenvorbereitung und die Hygroskopizitit des Dilutionsmittels KBr. Letztere beeinflusst nicht

nur die Probenpriparation, sondern die Messung selbst.
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Abbildung 12: Vergleich der FTIR-ATR-, FT-PASi9s 11,- und DRIFT-Spektren eines ibuprofenbeladenen
Aerogels.

4.2.3 Photoakustische Spektroskopie

Photoakustische Spektroskopie (PAS) beruht auf der Detektion akustischer Wellen nach
Absorption intensitditsmodulierter oder gepulster Strahlung durch eine Probe [145]. Durch die
Absorption der Strahlung entsteht eine Warmewelle in der Probe, die sich darin ausbreitet und
beim Ubertritt von der Probenoberfliche in den die Probe umgebenden gasgefiillten Raum eine
Druckinderung verursacht, die als akustische Welle mittels eines hochempfindlichen Mikrophons

detektiert wird (Abbildung 13) [146, 147].
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Abbildung 13: Schematische Darstellung einer photoakustischen Messzelle (modifiziert nach [148]).

Im Fall der Verwendung intensititsmodulierter Strahlung wird die Strahlung aus dem
Interferogramm eines FTIR-Spektrometers generiert. Die Modulationsfrequenz bestimmt die
Eindringtiefe des IR-Strahls von wenigen um bis hin zu 100 um. Durch Verwendung
verschiedener Modulationsfrequenzen wird ein Tiefenprofil der Probe erstellt. Neben der
Modulationsfrequenz der Anregungsstrahlung bestimmen die optischen und thermischen

Eigenschaften der Probe das entstehende Spektrum [146].

4.2.4  NIR-Spektroskopie

Auf den ersten Blick unterscheiden sich NIR-Spektren von MIR-Spektren neben den
Wellenzahlbereichen vor allem durch die breiten, weniger scharf getrennten Banden, die durch
Oberton- und Kombinationsschwingungen der Grundschwingungen der Molekiile entstehen.
Nur wenige funktionelle Gruppen sind NIR-aktiv, so dass ein NIR-Spektrum besonders auf
OH-, NH- und CH-Schwingungen beruht. Demzufolge ist die strukturelle Selektivitit geringer
als bei entsprechenden Spektren der MIR- oder RAMAN-Spektroskopie. Ein weiteres Problem
der NIR-Spektroskopie ist die geringe Intensitit der zugrunde liegenden Schwingungen, da von
Grund- zu Obertonschwingung und von Oberton zu Oberton die Intensititen um einen Faktor
zwischen 10 und 100 abnehmen [137, 149].

Im Gegensatz zu den anderen spektroskopischen Methoden liegt der Anwendungsschwerpunkt
im Bereich der quantitativen Analyttk meist in der Kombination mit entsprechenden
chemometrischen Verfahren. Diese haben den Vorteil, dass nicht nur einzelne Informationen des
Spektrums, wie z.B. die Bandenintensitit/-fliche, sondern mehrere Variablen zur Auswertung
herangezogen werden. Gerade bei Mehrkomponentensystemen mit sich tberlagernden Banden
haben diese multivariaten Methoden ihre Fignung bewiesen. Die Verwendung groBler
Kalibrierungssitze mit verschiedenen Varianzfaktoren ist im Vergleich zur klassischen
univariaten ~ Kalibrierung  unerldsslich. In  [150] ist eine kritische Ubersicht der
Einsatzmoglichkeiten der NIR-Spektroskopie mit dem Schwerpunkt auf der Anwendung in der

pharmazeutischen Technologie zu finden.
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42,5 FT-RAMAN-Spektroskopie
Grundlage der RAMAN-Spektroskopie ist der sogenannte RAMAN-Effekt. Dieser tritt als

Nebeneffekt von Transmission, Absorption und Fluoreszenz auf, wenn eine Probe mit
monochromatischer Strahlung bestrahlt wird und ist gekennzeichnet durch eine Anderung der
Frequenz im Vergleich zur Anregungsfrequenz. Entweder wird Energie durch die Lichtquanten
an das Molekiil abgegeben oder bereits angeregte, schwingende Molekiile tibertragen Energie an
die Anregungsstrahlung. RAMAN-Linien treten daher zu beiden Seiten der RAYLEIGH-Linie
auf und werden als intensivere STOKES-Linie oder Anti-STOKES-Linie (kurzwellige Seite)
bezeichnet [Abbildung 8].

Da der RAMAN-Effekt sehr schwach ist, werden zur Anregung Laser verwendet, die eine hohe
Intensitit besitzen, z.B. Ar'-Laser (514,5nm oder 488,0 nm) oder der in dieser Arbeit
verwendete Nd:YAG-Laser (1064 nm).

RAMAN-AKktivitit beruht auf der Verinderung der Polarisierbarkeit eines Molekils im
Schwingungszustand, so dass vor allem symmetrische Schwingungen und unpolare Bindungen
durch die RAMAN-Spektroskopie beschrieben werden. In vielen Fillen ist sie komplementir zur
IR-Spektroskopie [1306, 142].

Die Anwendungsmoglichkeiten der RAMAN-Spektroskopie sind vielseitig. Sie kann zur
Strukturanalyse herangezogen werden, ebenso wie zu Konformations-, Modifikations- und
Isomerenuntersuchungen. Beim Studium von  Rekristallisationen  oder polymorphen
Umwandlungen, von Entmischungstendenzen in festen Arzneiformen oder bei
Lagerungsexperimenten ist diese Methode etabliert [148, 151-154]. Die Untersuchung und
Charakterisierung aliphatischer Kohlenwasserstoffketten, wie sie z.B. in Hautlipiden vorkommen,
wird in Kombination mit anderen Methoden (Rontgenstreuung und Neutronenstreuung sowie
Dynamische Differenzkalorimetrie DSC) durchgefihrt [155, 156]. Mit Hilfe geeigneter
Temperierungsaufbauten sind temperaturabhingige Messungen moglich, die neben DSC-

Experimenten Auskunft tiber das Phasenverhalten der Lipide geben [133, 157, 158].
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C  Experimenteller Teil

FEine tabellarische Ubersicht der verwendeten Substanzen und ihrer Hersteller befindet sich im

Anhang in Tabelle 31.

1 Herstellung hydrophiler Silica-Aerogele

Die Herstellung der verwendeten hydrophilen Silica-Aerogele (AE) erfolgte nach dem in [1]
beschriebenen Verfahren. Dazu wurde zunichst Tetramethylorthosilicat (TMOS) in eine
salzsaure Methanol-Wasset-Mischung (TMOS/CH,OH/H,O/HCIl = 1 mol/2,4 mol/1,3 mol/
1:10° mol) gegeben und gerithrt. Nach 30 min wurden Wasser und Ammoniaklésung
hinzugefiigt, um folgende Konzentrationen zu erreichen: TMOS/CH,OH/H,O/HCl/
NH,OH = 1 mol/2,4 mol/4 mol/1-10° mol/1:10? mol. Die nachfolgende Verdiinnung mit
Acetonitril bestimmt die Dichte des resultierenden AE. Die Mischung wurde in Formen gefiillt
und geliert. Nach einer 12-stiindigen Alterung des Lyogels wurde dieses in einen Autoklaven
Uberfithrt und das Losemittel iberkritisch mit Hilfe von CO, extrahiert (24 h/40°C/100 bar).
Die sich anschlieBende Trocknung des entstandenen AE bei 130°C im Trockenschrank diente
der Entfernung méglicher Wasserreste.

Es wurden AE mit einer Dichte von 0,04 g cm™ und 0,08 g cm” verwendet.

2  Beladung hydrophiler Silica-Aerogele mit verschiedenen Arzneistoffen

Die Beladung der AE mit den verschiedenen Arzneistoffen erfolgte ausschlieBlich durch
Adsorption aus Losungen in tiberkritischem CO,. Daftr wurde das nach Kapitel C 1 hergestellte
AE grob zerkleinert und in einem Metallkérbchen wieder in den Autoklaven eingebracht. Der zu
adsorbierende Arzneistoff wurde ebenfalls gewogen, in Filterpapier eingepackt und in den
Autoklaven gelegt. Durch Zugabe von CO, bei 40°C und Druckerhéhung bis 185 bar wurde der
Arzneistoff in dem tiberkritischen Gas gelost und so mit dem AE in Kontakt gebracht. Nach der
entsprechenden Beladungszeit (72 h) wurde das System entspannt, das beladene AE entnommen
und gewogen. Auch die Filterpapierpiackchen wurden zuriickgewogen. Die beladenen AE wurden
in einer Kugelmiihle zerkleinert und im Exsikkator tber Blaugel bei Raumtemperatur bis zu ihrer
Verwendung gelagert. In Tabelle 5 sind fiir die verwendeten Arzneistoffe die Loslichkeit in

tberkritischem CO, und die durchschnittliche Beladung der AE aufgefiihrt.
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Tabelle 5: Léslichkeit der verwendeten Arzneistoffe in iiberkritischem CO; bei 40°C/185 bar und
durchschnittliche Beladung der Aerogele.

Arzneistoff Léslichkeit [%, m/m] in Aerogeldichte Beladung
tiberkritischem CO: [g enr?] [Yo, m/ m]
Dithranol 0,046 £ 0,0001* 0,04 7-10
S-Ibuprofen 0,976 + 0,0001" 8’8; 12-40
rac-Ibuprofen n.d. 0,04 30-40
Metronidazol 0,122 + 0,0001 0,04 10-12
Nifedipin 0,109 £ 0,0001 0,04 12-15

“ nach [3]

3 Bestimmung der Arzneistoftkonzentration der beladenen Aerogele

Eine erste Gehaltsbestimmung der beladenen AE erfolgte unter Beriicksichtigung der Ein- und
Auswaagen der Beladungsprozedur. Im Anschluss wurden verschiedene analytische, vorwiegend

spektroskopische Methoden durchgefiihrt und auf ihre Eignung gepriift.

3.1 UV/Vis-Spektroskopie

Zu Quantifizierung mittels UV/Vis-Spektroskopie wurden die beladenen AE zerkleinert und
genau gewogen in einer definierten Menge Acetonitril dispergiert 30 min bei Raumtemperatur
gerihrt. Die Gehaltsbestimmung der Arzneistofflésungen erfolgte nach Filtration und ggf.
Verdiinnung mit einem UV/Vis-Spektrometer Lambda 650 (Perkin Elmer, Uberlingen,
Deutschland) bei einer fiir den jeweiligen Arzneistoff geeigneten Wellenlinge. Dithranol wurde
bei 370 nm bestimmt, Ibuprofen bei 220 nm, Metronidazol bei 320 nm und Nifedipin bei
236 nm.

3.2 Elementaranalyse

An ausgewihlten AEIbu wurde Elementaranalyse mit einem CHNS/O Analysator 2400 Serie II
von Perkin Elmer (Uberlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden 2-3 mg pulverisierte
Probe in eine Zinnkapsel eingebracht und tber 900°C in einem Sauerstoffstrom erhitzt. Nach
abgeschlossener Veraschung bei Temperaturen tiber 1800°C wurde die gastérmige Probe mittels
Heliumgas durch ein Reduktionsrohr geleitet und gaschromatographisch getrennt. Detektion und

Quantifizierung erfolgten durch einen thermischen Leitfahigkeitsdetektor.

3.3 Schwingungsspektroskopische Methoden

Die Probenpriparation erfolgte fir DRIFT, NIR- und FT-RAMAN-Spektroskopie
gleichermal3en. Das durch die Verwendung der DRIFT vorgegebene Verdiinnen der Proben mit

KBr wurde durch Mischen und Zerkleinern von getrocknetem KBr, AE und dem jeweiligen
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Arzneistoff bzw. dem beladenen AE in entsprechenden Mengen in einem Achatmérser
durchgefiihrt. Um Einfliisse durch unterschiedliche Pulverfeinheiten auszuschlieBen, wurden alle
Proben 5 min unter hdufigem Abschaben und mit mdglichst konstantem Druck gemorsert.
Stichproben wurden mikroskopiert (Zeiss Axiolab Mikroskop, Jena, Deutschland), um
Homogenitit und Feinheit zu prifen. Die so hergestellten Proben wurden fir mindestens 12 h
im Exsikkator tiiber CaCl, unter Vakuum gelagert.

Die Erstellung der entsprechenden Kalibrationsmethoden erfolgte unter Zuhilfenahme der
multivariaten und univariaten Analyse der OPUS 5.5 Software (Bruker Optik, Ettlingen,
Deutschland). Bei allen Berechnungen wurde der Arzneistoffgehalt zum einen auf den

Aerogelgehalt der Probe bezogen, zum anderen wurde die Gesamtmasse der Probe zugrunde

gelegt.

DRIFT

Hierfir wurde das FTIR-Spektrometer IFS 28 (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) mit einer
Selector  Diffuse  Reflectance  Einheit (Specac, Orpington, GrofBbritannien) ausgestattet. Die
zylindrische Probenhalterung, Durchmesser 4 mm, wurde mit der jeweiligen Probe plan befiillt,

in die Messeinheit eingebracht und nach angemessener Spllung mit trockener Luft (Sptlzeit

zwischen 120 s und 300 s) das DRIFT-Spektrum aufgezeichnet.

NIR-Spekroskopie

NIR-Spektroskopie wurde an einem Spektrometer Vector 22/N von Bruker Optik (Ettlingen,
Deutschland) im Reflektionsmodus durchgefiihrt. Als Probengefil3e dienten Spiegelglasgefile.

FT-RAMAN-Spektroskopie

RAMAN:-Spektroskopie zur Gehaltsbestimmung wurde an einem FT-RAMAN-Spektrometer
RES 100/S (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Antregung erfolgte mit
1064 nm (Nd:YAG-Laser) und einer Leistung von 370 mW. Die Proben wurden in
Aluminiumpfinnchen eingebracht.

In Tabelle 6 sind die Parameter der Methoden aufgefihrt.
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Tabelle 6: Parameter der schwingungsspektroskopischen Methoden zur Gehaltsbestimmung
arzneistoffbeladener Aerogele.

. RAMAN-
DRIFT NIR- Spektroskopie Spektroskopie
. Ibuprofen, Ibuprofen,
Arzneistoff Metronidasol, Nifedipin Metronidazol, Nifedipin Ibuprofen
Scan-Anzahl 64 64 200
durchschnitdiche 100 + Spiilzeit 38 > 350
Messzeit [s]
Apodisationsfunktion BLACKMAN- BLACKMAN- BLACKMAN-
HARRIS-3-Term HARRIS-3-Term HARRIS-4-Term

Zerofilling-Faktor 2 2 2
Phasenauflésung [cm] 128 128 128
Phasenkorrekturmodus MERTZ Power Spektrum Power Spektrum
Auflésung [cm] 2 2 4

Kalibrierungen sind durch unterschiedliche Parameter gekennzeichnet. Die fur multivariate
Analysen erforderliche Angabe der Spektrenanzahl und zugehorigen Probenanzahl werden bei
jeder Methode ebenso aufgefiihrt, wie die eigentlichen Parameter Bestimmungskoeffizient R? ',
Rang der Methode und mittlerer Vorhersagefehler (RMSECV, engl. root mean square error of cross
validation *). Nachweisgrenze (LOD, engl. /imit of detection) und Bestimmungsgrenze (LOQ, engl.
limit of quantification) wurden in Anlehnung an DIN 32645 mit Hilfe der jeweiligen Blindspektren,
d.h. der Probe ohne Analyten und der linearen Regressionsgerade der Kalibrationsfunktion
berechnet. Diese Berechnungen basierten auf einem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis von 3:1 (LOD)

and 10:1 (LOQ).

4 Schwingungsspektroskopische Charakterisierung ibuprofenbeladener

Aerogele

Verschiedene schwingungsspektroskopische Methoden wurden zur Charakterisierung der AEIbu
eingesetzt.

Spektren monolithischer und gemahlener AEIbu wurden mit den entsprechenden Spektren der
jeweiligen Reinstoffe sowie der geschmolzenen Ibuprofene verglichen.
RAMAN-spektroskopische Untersuchungen wurden an einem FT-RAMAN-Spektrometer
RFS 100/S (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland; Anregungswellenlinge 1064 nm, Leistung

1 Bestimmungskoeffizient - {1 > (Differ, )° 100 mit Differ =Y,™* -Y "™, der Differenz zwischen
= - X
DY = Yn)

gemessenem Konzentrationswert und vorhergesagtem Konzentrationswert der Probe | [159].

2 Wurzel des mittleren Fehlerquadrates t 159].

PRESS = i(Differi )i [

i=1

RMSECV = \/ii(oiﬁeri )= \/i press ™
M & M
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400 mW) durchgefthrt. Dafiir wurde die Probe entweder in ein Aluminiumpfinnchen
eingebracht, direkt im Strahlengang vor reflektierender Aluminiumfolie gehaltert, oder in ein
Reagenzglas mit verspiegelter Riickwand pripariert. Die Spektren wurden mit unterschiedlichen
Scan-Zahlen aufgezeichnet, wobei sich die Mittlung von 400 Scans als vorteilhaft herausstellte. Fir
Referenzmessungen zum Schmelzverhalten der Reinstoffe, bei denen temperaturabhingig
RAMAN-Spektren gewonnen wurden, wurden die Proben in NMR-Rohrchen gefiillt, diese in
einem Thermostatblock aus Teflon gehaltert und bei jeder Temperatur nach 15-minttiger
Aquilibrierungszeit mit 200 Scans gemessen.

Die FTIR-ATR- und PAS-Spektren wurden an einem FTIR-Spektrometer IFS 28 (Bruker Optik,
Ettlingen, Deutschland) aufgenommen. Dafiir wurden die Proben auf eine Mirace ATR-Einheit
(Pike Technologies, Madison, WI, USA) mit einem Zinkselenidkristall (Durchmesser 1,3 mm)
aufgetragen. Feststoffe wurden, um einen guten optischen Kontakt zu gewihrleisten, angepresst.
PAS wurde im S7p-Scan-Modus bei folgenden Modulationsfrequenzen durchgefihrt: 11 Hz,
45 Hz, 91 Hz, 195 Hz. Als Detektor diente eine PAC 300 (MTEC Photoacoustics, Ames, I,
USA).

Die wichtigsten Parameter der drei Methoden sind in Tabelle 7 zusammengestellt.

Tabelle 7: Parameter der Methoden zur schwingungsspektroskopischen Charakterisierung von
ibuprofenbeladenen Aerogelen (Dichte 0,04 g cm).

Parameter FTIR-ATR- PAS RAMAN-
Spektroskopie spektroskopie
Scan-Anzahl 32 10 Step-Scan 400 und 200
Ko-additionen
Akquisitionsmodus doppelseitig, vorwirts-riickwirts
Apodisationsfunktion BLACKMAN- NORTON—BEER, BLACKMAN-
HARRIS-3-Term Medium HARRIS-4-Term
Zerofilling-Faktor 2 2 2
Phasenauflésung [cm] 128 80 128
Phasenkorrekturmodus MERTZ MERTZ Power Spektrum
Auflésung [cm] 2 10 4

5 Feste Arzneiformen

5.1 Tablettierung von Aerogelen

Die Tablettierung der verschiedenen Mischungen erfolgte an einer KORSCH Exzenterpresse
(Korsch, Berlin, Deutschland). Das Tablettengewicht betrug 300 mg. Die Einstellung der
Presskraft erfolgte anhand der gewtinschten Bruchfestigkeit von 60 N bis 70 N.

Zur Tablettierung wurden die Arzneistoffe Ibuprofen und Nifedipin eingesetzt. Die

Tablettiermischungen bestanden aus dem jeweiligen Arzneistoff (Ibu, Nif), AE,
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arzneistoffbeladenem AE (AEIbu, AENIf) oder Aerosil® (Aer) mit Mikrokristalliner Cellulose
(MCC) odet/und a-Lactose-Anhydrat (Lac) in verschiedenen Verhiltnissen.

Tabletten mit AEIbu bzw. AE+Ibu und MCC als Hilfsstoff wurden bei 57% relative Feuchte
oder iiber Blaugel fiir 12 Tage gelagert. Ansonsten wurden die Tabletten bei Raumtemperatur im
Exsikkator iiber Blaugel aufbewahrt.

Die Tablettenhirte wurde in Form der Druckfestigkeit mit einem Bruchfestigkeitsprifer
(ERWEKA, Heusenstamm, Deutschland) bestimmt.

Die Bestimmung der Zerfallszeit nach Ph.Eur. [160] erfolgte mit Hilfe eines Zerfallstesters von
ERWEKA (Heusenstamm, Deutschland) in destilliertem Wasser bei 37 = 1°C. Als Endpunkt
wurde der Zeitpunkt gewahlt, zu dem kein Riickstand mehr auf dem Siebboden verblieb.
Beispielhaft (n = 2) wurde der Zerfall in Wasser bzw. Puffer pH 7 von Tabletten aus Lac/MCC
1/3 und 0, 30% oder 50% AE mit 'H-NMR-Iwaging (Benchtop-NMR-Spektrometer 20 MHz mit
3D-Imaging-Einheit und Temperatursteuerung, Oxford Instruments, Abingdon, Grof3britannien)
untersucht. Die Bruchfestigkeit der verwendeten Tabletten betrug durchschnittlich 65 N.
Ausgewihlte Tabletten und Tablettiermischungen wurden an einem FT-RAMAN-Spektrometer
RFS 100/S (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) mit einer Anregung von 1064 nm untersucht.
Die Probenparameter sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Alle Messungen erfolgten als Doppel-
bestimmung mit 200 Scans bei einer Laserleistung von 330 mW oder 370 mW. Tabletten wurden
frei stehend gehaltert und Spektren von Ober- und Unterseite und der Bruchfliche
aufgezeichnet. Die Tablettiermischungen wurden vor der Messung in Aluminiumpfinnchen

gefullt.

5.2 Freisetzungsexperimente fester Arzneiformen

Die Freisetzungsexperimente nach der Paddle-Methode (Ph.Eur. 6, [160]) erfolgten an einer
automatischen Freisetzungsapparatur Pharmatest PTWS 310 (Hainburg, Deutschland) mit einem
UV/Vis Spektrometer SA 500, das mit Durchflusskivetten ausgestattet watr. Die Pumprate
betrug 5 ml min”. Steuerung und Datenaufzeichnung erfolgten mit der ARGUS Dissolution-
Software (Solvias AG, Basel, Schweiz). Als Freisetzungsmedien dienten 0,1 N-HCI oder
Phosphatpuffer nach SORENSEN pH 7.

Das Losungs- und Freisetzungsverhalten kristalliner Arzneistoffe und beladener AE wurde
untersucht, indem ibuprofenhaltige Proben direkt in das Medium - 0,1N-HCI - gegeben und nach
2 h der pH-Wert durch Zugabe von NaH,PO, [H,O auf pH 7 angehoben wurde. Als Proben

dienten je 50 mg S-Ibuprofen oder racemisches Ibuprofen oder eine dquivalente Menge AEIbu
mit einer Dichte von 0,04 gcm™ oder 0,08 g cm™. Die Beladung betrug 20% und 36% (Dichte
0,04 gcm™) oder 21% und 40% (Dichte 0,08 gcm™). 200 mg gering beladenes oder 100 mg
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hoéher beladenes AEIbu wurden eingesetzt. 10 mg, 20 mg, 40 mg und 60 mg Nifedipin sowie
50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg und 500 mg AENif (Dichte 0,04 g cm”, 15% Nifedipin) wurden
direkt in Puffer pH 7 gegeben.

Eine Zusammenfassung der Parameter der Freisetzungs- und Loslichkeitsexperimente findet sich
in Tabelle 8. Darin sind auch die entsprechenden Angaben fir die Freisetzungsexperimente der

unterschiedlichen Tabletten ersichtlich.

Tabelle 8: Parameter der Freisetzungsexperimente.

Proben Medium/ Riihr- Kiivettenlinge Wellenlinge
Volumen geschwindigkeit [1mm] UV/Vis-Detektion
o] ]
Ibuprofen
0,1 N-HCI,
AEIbu, Ibu pH 7/ 900 ml 100 1 264
MCC Tabletten L N-HCL/ 100 1 264
900 ml
MCC-Tabletten 0,1 N-HCI /
nach Lagerung 500 ml 100 1 264
TLac/MCC- pH7/
Tabletten 500 ml >0 10 254
Nifedipin
s pH7/
AENIf, Nif 500 ml 50 10 238
TLac/MCC- pH7/
Tabletten 500 ml >0 10 238

6 Halbfeste Formulierungen zur kutanen Anwendung

Die fiir die einzelnen Arzneistoffe gewihlten halbfesten Formulierungen werden im Folgenden

kurz dargestellt.

Dithranol

Als Grundlagen dienten weiles Vaselin (Vas) und Hydrophile Salbe DAB [161] mit
modifiziertem Paraffin/Vaselin-Verhiltnis (mHS). Diese wurde durch Aufschmelzen und
Kaltrithren von 45% flussigem Paraffin, 25% weilem Vaselin und 30% Emulgierendem
Cetylstearylalkohol Typ A hergestellt. Ebenso wurde die Rezeptur NRF 11.53 ,Dithranol-

“? in die Untersuchungen einbezogen. 0,5% Dithranol wurden in die jeweiligen

Macrogolsalbe
Grundlagen eingearbeitet, wobei bei modifizierter Hydrophiler Salbe 5% AEDT eingesetzt

wurden, um diesen Arzneistoffgehalt zu erreichen.

3 Hydrophile Salbengrundlage NRF 11.53: Propylenglycol 25%, PEG 400 25%, PEG 1000 25%, PEG 1500 25%
[62].

30



EXPERIMENTELLER TEIL

Ibuprofen

Fir die Freisetzungsexperimente wurden verschiedene halbfeste Vehikel verwendet. 8 mg AEIbu
oder 30 mg kristallines Ibuprofen, jeweils genau gewogen, wurden auf das Vehikel aufgetragen.
Als Salbengrundlagen dienten Hydrophile Salbe DAB?, PEG-Salbe DAC’, Hydrophile
Salbengrundlage NRF 11.53, Unguentum cordes”® (UC). Die PEG-Salben wurden durch
Aufschmelzen der Einzelbestandteile und Kaltrithren hergestellt. Folgende Cremegrundlagen
wurden ebenso betrachtet: Basiscreme DAC’ (BC), Wasserhaltige Hydrophile Salbe DAB mit
50% und 70% Wasser, Unguentum cordes® mit 50% Wasser. Die Wassereinarbeitung erfolgte
durch Aufschmelzen der jeweiligen Grundlage und anschlieBendem Kaltrithren.

Polyacrylatgele wurden gemif3 NRF 13.2 aus 20% Propylenglycol (PtG), 1% Polyacrylsdure, 0,6%
Trometamol und 78% Wasser hergestellt [62]. Ausgehend von dieser Zusammensetzung wurden
der PrG- und der Trometamolgehalt variiert.

Ebenso wurde Gel cordes” (GC), ein Poloxamergel, bestehend aus PrG, Poloxamer 407,
Natriummonohydrogenphosphat-Dihydrat, wasserfreier Citronensiaure und Wasser, verwendet
[162]. Fur Penetrationsstudien wurden in dieses jeweils 5% S-Ibuprofen, rac-Ibuprofen oder
AEIbu verschiedener Dichten und Ibuprofengehalte eingearbeitet. AEIbu mit der Dichte
0,04 g cm™ waren mit 12% bzw. 36% S-Ibuprofen (UV/Vis-spektrometrische Bestimmung)
beladen, AEIbu der Dichte 0,08 gcm” mit 38% S-Ibuprofen (UV/Vis-spektrometrische

Bestimmung) beladen.

Metronidazol

Folgende Grundlagen wurde fiir Freisetzungs- und Penetrationsstudien mit Metronidazol
verwendet: Basiscreme DAC (BC, [62]), modifizierte Basiscreme, Linimentum aquosum SR und
Metrocteme®® (MC, Galderma Laboratorium GmbH, Bruchsal, Deutschland).

Modifizierte Basiscreme (mBC) wurde durch Mischen dquivalenter Mengen von Basiscreme
DAC und Wasset/PtG (4/1) ethalten. Dadurch konnte der urspringliche Gehalt an wissriger
Phase von 50% auf 75% erh6ht werden. Linimentum aquosum SR NRF 11.92 (Lini, [62]) wurde

* Hydrophile Salbe DAB: weilles Vaselin 35%, diinnfliissiges Paraffin 35%, Emulgierender Cetylstearylalkohol Typ A
30% [161].

5 PEG-Salbe DAC: PEG 400 50%, PEG 1500 50% [62].

¢ Unguentum cordes®: Macrogolstearat, Glycerolmonostearat 40-50%, Sorbitanmonosteatat, dickflussiges Paraffin,
Vaselin [162].

7 Basiscreme DAC: Glycerolmonostearat 60 4%, Cetylalkohol 6%, Mittelkettige Triglyceride 7,5%, weilles Vaselin
25,5%, Macrogol-20-glycerolmonostearat 7%, Propylenglycol 10%, Wasser 40% [62].

8 Emulgierendes Wachs (Cetylstearylalkohol und Polysorbat 60), Sorbitol 70%, Glycerol, Isopropylpalmitat,
Benzylalkohol, Milchsdure und Wasser [163].
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aus 48% Unguentum emulsificans aquosum N SR’ und 52% Wasser hergestellt. Der resultierende
Wassergehalt betrug 85%.

Fir die Penetrationsexperimente wurden in alle Grundlagen 0,75%, 1% und 2% Metronidazol
eingearbeitet. Metronidazolbeladenes Aerogel (AEMetro) wurde entsprechend einem
Metronidazolgehalt von 0,6%, 0,8% und 1% eingearbeitet. Die gewihlten Konzentrationen
ergaben sich aus der Applizierbarkeit der AEMetro-haltigen Formulierungen und Ubetlegungen
zur Sittigungsléslichkeit von Metronidazol in Basiscreme DAC [62]. Fiir Metrocreme® wurden
nur die 0,6%igen und 0,8%igen Rezepturen hergestellt. Ebenso wurden Zubereitungen mit 6%,
8% und 10% AE angefertigt.

Zur Kalibrierung der Freisetzungsexperimente und als Referenzen fir die RAMAN-
spektroskopischen Untersuchungen wurden Proben mit einem Metronidazolgehalt von 0 bis
10% fiir alle Grundlagen hergestellt.

Die Lagerung aller Zubereitungen erfolgte unter konstanten Bedingungen bei 25°C. Ausnahme
bildeten Probenreihen fiir Basiscreme, Liniment und Metrocreme® mit den entsprechenden
Metronidazol- und AEMetro-Konzentrationen, die einem Stresstest unterzogen wurden, um
Kristallisationseffekte zu untersuchen. Dazu wurden die Proben zehn Tage alternierend fir

jeweils 12 h bei 4°C und 40°C gelagert.

7  Freisetzungs-, Penetrations- und Diffusionsuntersuchungen mittels FTIR-

ATR-Spektroskopie

Es wurden zwei FTIR-Spektrometer mit DTGS-Detektor der Firma Bruker Optik (Ettlingen,
Deutschland) - IFS 28 und Vertex 70 - verwendet. Die Ausstattung der ATR-Einheit war fir
beide Spektrometer dquivalent. Eine horizontale ATR-Einheit (Thermo Spectra Tech, Shelton,
CT, USA) wurde mit einem FRESNEL-ATR-Kiristall (d = 20 mm) bestiickt, der entweder aus
ZnSe oder aus Ge bestand und dessen Einfallswinkel 45° betrug. Das Ge-IRE kam in solchen
Fillen zum Finsatz, in denen nicht ausgeschlossen werden konnte, dass der ZnSe-Kiristall den
pH-Wert der Probe nicht toleriert.

Fir beide IRE besteht die Moglichkeit des Aufschraubens einer FTIR-ATR-Diffusionszelle, wie
sie in [55] beschrieben wurde. Neben dieser Standardzelle aus Metall (Diffusionsflichen-
durchmesser 7 mm) wurde eine weitere Diffusionszelle aus Teflon entwickelt, bei der durch den
Verzicht auf Dichtungsringe, die die weitere Verringerung der Diffusionsfliche wegen ihrer

Biegsamkeit und ihres Figensignals erschwert hatten, die Diffusionsfliche auf einen Durchmesser

% Unguentum emulsificans aquosum N SR: Isooctyllaurat/-myristat 10%, Nicht-ionische Emulgierende Alkohole
(Glycerolmonostearat, Cetylstearylalkohol, Macrogolcetylstearylether) 21%, Glycerol 5%, Wasser 64%, konserviert
mit Kaliumsorbat 0,14%, Citronensiure 0,07% (NRF S.26, [62]).
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von 3,5 mm Durchmesser weiter verkleinert werden konnte [35]. Zudem gewihrte diese Zelle
einen seitlichen Abschluss der Membran zur Umgebung, so dass die Dehydratation der
Hufmembranen durch laterale Wasserdiffusion verringert werden konnte. Abbildung 14 zeigt den

schematischen Aufbau der beiden Diffusionszellen.

Abdeckung

Donator-
kompartiment

Membran

Akzeptor-
kompartiment
Dichtungsringe

;

.

IRE

Abbildung 14: Schematische Darstellung der FTIR-ATR-Diffusionszellen, links: Metallzelle nach
HARTMANN [54], rechts: Teflonzelle.

Messreihen wurden, der besseren Vergleichbarkeit halber, jeweils an einem Spektrometer
durchgefiihrt. Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht, welches Spektrometer und welcher Messaufbau fiir

die jeweiligen Messreihen verwendet wurden.

Tabelle 9: Spektrometer und Ausstattung der jeweiligen Messreihen, MZ Metalldiffusionszelle nach
HARTMANN, TZ Teflondiffusionszelle, NM Nephrophan®-Membran, DCM Dodecanol-Collodium-
membran, SC humanes Stratum corneum.

. Spektrometer, Ausstattung
Ar. toff ’
zneisto IFS 28 VERTEX 70
Dithranol Penetration NM MZ Penetration SC TZ
ATR- ATR-
Ibuprofen Penetration DCM Kristall, | Freisetzung Kii
M7 istall
Metronidazol Penetration DCM M2z Freisetzun ATR-
Penetration SC MZ & Kiristall
. . Avestin®-Filter MZ
®_
Harnstoff Avestin®-Filter MZ ThinCor™ T2
ATR-
Trocknung von Hydrogelen Kristall
Entwicklung/Optimierung Entwicklung/Optimierung der | MZ,
Antimykotika MZ | Methode Tz
der Methode -
Penetration Lack- und
. TZ
Cremezubereitungen

Generell lassen sich drei verschiedene Messmethoden unterscheiden, die in Abbildung 15

skizziert sind und im Folgenden beschrieben werden.

O] AST/AEAST b] Ve hikel C) Vehikel
Ve hikel Membran MAekTe?)rg:

IR-Strahl

IR-Strahl

IR-Strahl

Abbildung 15: Schematischer Aufbau der unterschiedlichen ATR-Messmethoden: a) Freisetzung in
verschiedene Vehikel, b) Penetration in Membranen, c) Penetrations- und Diffusionsstudien mit FTIR-
ATR-Diffusionszellen.
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7.1 Freisetzung in verschiedene Grundlagen

Freisetzungsstudien, die der Beschreibung der Abgabe von Ibuprofen bzw. Metronidazol aus den
beladenen AE in verschiedene Grundlagen und dem Vergleich mit den kristallinen Arzneistoffen
dienten, wurden durch Auftragen der jeweiligen (abgewogenen) Grundlage auf den ATR-Kiristall
mit Hilfe einer Schablone und anschlieBender Aufgabe des jeweiligen, ebenfalls gewogenen
Donators - AE, beladenes AE oder kristalliner Arzneistoff - durchgeftihrt (Abbildung 15a). Die
Probe wurde, um Verdunstungseffekte zu verhindern, abgedeckt.

Fir die Messrethen mit Metronidazol wurden fiir alle Grundlagen multivariate Kalibrierungen

angefertigt.

7.2 Penetration in Dodecanol-Collodiummembran

Penetrationsstudien in Dodecanol-Collodiummembranen (DCM) von Ibuprofen aus Gel cordes®
wurden mit Hilfe des herkémmlichen Messaufbaus (Abbildung 15b) durchgefihrt [2, 107,
148, 165-171]. Dafuir wurde die DCM durch vorsichtiges Anpressen mit einem Glasstab auf den
ATR-Kristall aufgebracht. Die entsprechende halbfeste Zubereitung (~ 50 mg) wurde genau
gewogen, gleichmaflig in dinner Schicht aufgetragen und das Gesamtsystem mit einem Deckel
verschlossen.

Fir die entsprechenden Experimente mit metronidazolhaltigen Vehikeln wurde aufgrund des
Verlusts des optischen Kontakts zwischen Membran und ATR-Kiristall die ATR-Diffusionszelle
verwendet (Abbildung 15¢). Um weitere Verteilungsprozesse auszuschlieSen, dienten 90 ul einer
Mischung aus Dodecanol und Octanol (DD/Oct) (9/1) als Akzeptormedium. Auf diesen
Akzeptor wurde die DCM aufgelegt und durch Aufschrauben des Donatorkompartiments fixiert.
Letzteres wurde vor dem Aufschrauben mit einer entsprechenden Menge Vehikel (~260 mg)

befillt.

7.3 Penetrationsstudien mit humanem Stratum corneum

Fir die Penetrationsstudien in humanes SC wurden die FTIR-ATR-Diffusionszellen
(Abbildung 14, Abbildung 15c) eingesetzt. Hierbei stellte sich wassergesattigtes Dodecanol-
Octanol (DDw) als geeignetes Akzeptormedium heraus. Die Extraktion von SC-Bestandteile
durch Dodecanol wurde anhand von Literaturangaben ausgeschlossen [172-174].

Je nach Diffusionszelle wurde das Akzeptorkompartiment mit 50 ul (Teflonzelle) oder 90 ul
(Metallzelle) wassergesittigtem Dodecanol-Octanol befillt. Durch Aufziehen des vollstindig
hydratisierten SC auf einen die Penetration nicht beeinflussenden Polycarbonatfilter (Avestin®

5000 nm, Avestin Europe GmbH, Mannheim, Deutschland) konnte dieses stabilisiert und
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luftblasenfrei auf das entsprechende Akzeptorkompartiment aufgelegt werden. Der Donator

wurde vor dem Aufschrauben mit dem entsprechenden Vehikel, genau gewogen, befiillt.

7.4 Diffusionsexperimente an Stratum-corneum-Lipidmodellmembranen

Als Akzeptor fir die Diffusionsexperimente diente destilliertes Wasser. Donator waren 950 ul
einer 10%igen wissrigen Harnstofflosung. Um eine Vergleichbarkeit der Daten mit den Studien
von HARTMANN [55] zu gewihrtleisten, wurde zunichst mit der Metalldiffusionszelle
gearbeitet. Der Wechsel des Trigers von Avestin®-Filtern zu Greiner ThinCert™-
Zellkultureinsitzen bedingte den Wechsel auf die kleinere Teflon-Diffusionszelle. Entweder
wurden die Harnstoffbanden 1122 - 1192 cm™ und 1402 - 1503 cm™ integriert oder mit Hilfe

einer multivariaten Analyse ausgewertet.

7.5 Diffusionsexperimente an bovinen Hufmembranen

Fir die Penetrationsexperimente mit bovinen Rinderhufmembranen erwies sich die Verwendung
der FTIR-ATR-Diffusionszelle aus Teflon als vorteilhaft. Verschiedene wissrige
Akzeptormedien - fliissig oder Hydrogele mit Aerosil® als Gelbildner - wurden auf ihre Eignung
tiberpriift. Neben destilliertem Wasser fanden Puffersysteme pH 7 nach SORENSEN und Puffer
pH 6 auf Basis eines Citratpuffers Verwendung. Als Donatoren dienten folgende

®12 und

Fertigarzneimittel: ~ Loceryl® Nagellack',  Loceryl® Creme'’,  Nagel — Batrafen
Batrafen® Creme”.  Die  Cremezubereitungen ~ wurden  vor  Aufschrauben  des
Donatorkompartiments in dieses eingeftllt. Die antimykotischen Lacke (50 pl) wurden auf die
hydratisierte Hufmembran aufgetragen und 30 min trocknen gelassen. Danach erfolgte der
Einbau in die Diffusionszelle. Alternativ wurde der Lack nach Einbringen der Hufmembran und
Befestigen des Donatorkompartiments aufgetragen. In diesem Fall wurde nach 24 h das
Akzeptormedium erneuert und das Experiment fortgesetzt.

Bei allen Experimenten war es notwendig, in den Innenraum des Diffusionszellendeckels einen

wassergetrinkten Wattebausch einzusetzen, um ein Austrocknen des Akzeptors und der

Hufmembran zu unterbinden.

10" absolutes Ethanol, Ethylacetat, Poly(ethylacrylat,methylmethacrylat, trimethylammonioethylmethacrylat-chlorid)
1/2/0,2, Butylacetat, Ttiacetin; 1 ml Losung enthilt 55,74 mg Amorolfinhydrochlorid (entspricht 50 mg Amorolfin)
[163], Witkstoffdepot des getrockneten Lackes 25% [175].

11 Stearylalkohol, weiBles Vaselin, dickflussiges Paraffin, Macrogolstearat 2000, Catbomer 934 P, Phenoxyethanol,
Natriumhydroxid, Natriumedetat, gereinigtes Wasser; 1 g Creme enthalt 2,788 mg Amorolfinhydrochlorid (entspricht
2,5 mg Amorolfin) [163].

12 Poly(butylhydrogenmaleat-co-methoxyethylen) 1/1, Ethylacetat, Propan-2-ol; 1g Losung enthdlt 80 mg
Ciclopirox, [163], Wirkstoffdepot des getrockneten Lackes 34% [176].

13 Benzylalkohol, 2-Octyldodecanol, dinnflussiges Paraffin, 1-Octadecanol, 1-Hexadecanol, 1-Tetradecanol,
Polysorbat 60, Sorbitanmonostearat, Milchsdure, gereinigtes Wasser; 1 g Creme enthilt 10 mg Ciclopiroxolamin
[163].
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7.6 Trocknung von Hydrogelen

1 ml des entspechenden Hydrogels wurde auf einen ATR-Kristall aufgetragen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Abnahme der Wasserbanden (1540 - 1750 cm™, 1900 -
2300 cm™ und 2800 - 3700 cm™) und die Zunahme gelbildnerspezifischer Banden wurden

ausgewertet.

Alle Spektren wurden zu entsprechend vorgegebenen Zeitpunkten mit 32 Scans, BLACKMAN-
HARRIS-3-Term-Apodisation und  einer Aufldsung von 2cm’' gemessen. Als
Hintergrundspektrum diente entweder ein Spektrum des IRE oder des ATR-Kristalls mit
aufgeschraubtem  Akzeptorkompartiment. ~ Am  IFS28  konnte die  Messoption
,2Mehrfachmessung® der OPUS-Software 4.2 (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) zur
Aufzeichnung der Daten verwendet werden. Da eine stabile Nutzung dieser Softwareoption am
Vertex 70 durch Verwendung von OPUS 5.5 nicht méglich war, wurde von Herrn Dr. Hartmann
der Bruker-Niederlassung Leipzig ein Messmakro RPTMEAS 5 entwickelt und eingesetzt.

Die gesamte Weiterverarbeitung der aufgezeichneten Daten erfolgte mit der OPUS 5.5-Software
(Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland). Zur Elimination von CO, und Wasserdampf wurden alle
Spektren zunichst einem Algorithmus zur atmosphirischen Kompensation, ggf. unter Beachtung
der Verwendung wissriger Proben, unterzogen.

Nach Zuordnung der IR-Banden zu den entsprechenden Stoffen wurden diese entweder

integriert oder mit Hilfe der entsprechenden Kalibrierung ausgewertet.

7.7 Kalibrierung

Alle Kalibrierungsreihen wurden sowohl univariat als auch multivariat mit Hilfe der OPUS
Software 5.5 (Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland) ausgewertet. Als Parameter zur Beurteilung
der Methodengiite dienten der Bestimmungskoeffizient R?, RMSECV und der Methodenrang.
LOD und LOQ wurden nach DIN 32645 aus den jeweiligen Blindspektren und der linearen
Regressionsgerade der Kalibrierungsfunktion, basierend auf einem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
von 3:1 (LOD) und 10:1 (LOQ), berechnet.

Durch die Verwendung der ATR-Diffusionszellen war es moglich, fiir die entsprechenden
Penetrationsexperimente ~ Kalibrierungen  fir  die  Arzneistoffaufnahme  in  das
Akzeptorkompartiment durchzufiihren. Alle Kalibrierungsproben wurden einer Dreifach-
bestimmung unterzogen.

Dithranol wurde in fiinfzehn verschiedenen Konzentrationen von 0 bis 2 mg ml" in DDw gelést.
Die erste Ableitung der Spektren von 1590 - 1623 cm™ ergab R? 97,51, RMSECV 0,108 mg ml"
und Rang 2.
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Fir die Liberationsexperimente von Metronidazol in die verschiedenen Grundlagen wurden 0 bis

10% Metronidazol in die jeweiligen Vehikel eingearbeitet. Die Proben wurden mittels Schablone
auf den ATR-Kristall aufgetragen. Jede Probe wurde durch drei bis funf Spektren charakterisiert.
Vor Bildung der ersten Ableitung wurden alle Spektren auf ein Offse~-Minimum bei 1875 cm

normiert. Die entsprechenden Methoden und ihre Parameter sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Parameter der Kalibrierung der Freisetzungsexperimente von Metronidazol in verschiedene
Cremegrundlagen.

Vehikel Spektrenanzahl/ R? RMSECV  Rang LOD LOQ
spektrale Bereiche Probenanzahl [Yo, m/ m] [Yo, m/m]  [Yo, m] m]

Basiscreme DAC
1175 - 1191 cm’!,
1261 - 1279 cm’!,
1522 - 1553 cm!

76/27 96,17 0,392 6 0,631 2,66

modifizierte

Basiscreme

1174 - 1195 cm™, 87/30 98,98 0,198 4 0,219 0,99
1260 - 1279 cm’l,

1522 - 1547 cm!

Liniment
1179 - 1198 cm’l, 48/16 97,70 0,353 3 0,378 1,55
1521 - 1547 cm!

Metrocreme®

1179 - 1200 cm’l,

1260 - 1279 cmt, 81/27 98,39 0,246 3 0,054 0,53
1360 - 1398 cm’!,

1522 - 1549 cm!

Die Erstellung der Kalibrierungen fir Penetrationsexperimente von Metronidazol erfolgte in

Abhingigkeit der Vehikel und verwendeten Akzeptoren, da Metronidazol in reinem DD/Oct ein
wesentlich geringeres IR-Signal aufwies als in den Akzeptorspektren der Penetrationsmessungen
beobachtet wurde. Bei den Vehikeln handelte es sich um Mehrkomponentensysteme, deren
Einzelbestandteile ebenfalls penetrieren und die Akzeptorzusammensetzung gegeniiber reinem
DD/Oct wihrend des Experiments verindern. Zunichst wurde eine Stammlésung aus DD /Oct
oder DDw mit der jeweiligen Creme hergestellt. Dafiit wurden DD/Oct bzw. DDw durch
Schiitteln mit der jeweiligen Creme fiir 24 h bei Raumtemperatur mit dieser gesittigt. Zu einem
Teil dieser Stammlésung 1 (SL1) wurde nach dem Abzentrifugieren der Cremebestandteile
Metronidazol hinzugefiigt. Diese Mischung wurde mindestens 12h bei Raumtemperatur
geschiittelt und dann zentrifugiert (Stammlosung 2, SL.2). Der Metronidazolgehalt dieser Losung
wurde in einem separaten Experiment spektroskopisch bestimmt. SL1 und SL2 wurden in
definierten Volumina gemischt und die entsprechenden ATR-Spektren wurden gemessen. Fiir
alle Grundlagen und Akzeptormedien wurde diese Prozedur vier Mal wiederholt, so dass jeweils
acht Probenreihen fiir die Kalibrierungsmethode zur Verfiigung standen. Eine Ausnahme bildete
Metrocreme”. Hierfiir wurde die Kalibrierung nur mit DDw angefertigt, so dass vier

Kalibrationsreihen resultierten.
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Da bei den metronidazolhaltigen Vehikeln auch die Penetration von Wasser und bei Basiscreme
und modifizierter Basiscreme ebenfalls die von PrG verfolgt werden sollte, wurden
Kalibrierungen fiir diese Substanzen angefertigt. DD/Oct, PtG, Wasser und Emulgatoren
wurden in verschiedenen Verhiltnissen gemischt und ATR-spektroskopisch charakterisiert.

Der Metronidazolgehalt im Akzeptormedium wurde mit Hilfe der normierten Spektren
(Minimum 1850 cm”, Maximum 1056 cm™) bestimmt. Im Fall von Basiscreme und Liniment
erfolgte die Bildung der ersten Ableitung in einem Wellenzahlbereich von 1526 cm™ bis

1552 cm™(V,NO,). Bei modifizierter Basiscreme wurden die ersten Ableitungen der Spektren

mit etwas verinderten Grenzen - 1524 cm™ bis 1553 cm™ - gebildet. Fiir Metrocreme® war es
nicht moglich, eine multivariate Analysenmethode mit zufriedenstellenden Parametern zu
etablieren, so dass eine univariate Methode basierend auf derselben Metronidazolbande erstellt
wurde. Die Integration der Bandenintensitit erfolgte von 1522 cm™ bis 1551 cm™. Wasser und

PrG wurden durch multivariate Analyse der ersten Ableitung der unverinderten Spektren von
1610 cm™ bis 1690 cm™ (Wasser, Jy_,;) und von 831 cm’ bis 850 cm” (PrG, Ve o-py)

quantifiziert. Alle Parameter sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Parameter der Kalibrierungen fiir die Penetrationsexperimente.

Komponente Spektrenanzahl/  R? RMSECV Rang LOD LOQ
Konzentrationsbereich Probenanzahl [mg ml!] [mg ml!] [mg ml!]
Originalspektren
Propylenglycol
0 — 250 mg ml! 127/38 99,84 2,75 1 1,32 14,7
Wasser 109/42 97,30 2,51 6 3,19 8,90
0 — 50 mg ml'!
normierte Spektren: Metronidazol
Basiscreme DAC 235/74 9812 0213 3 0,49 0,79
0 - 4,6 mg ml!
modifizierte
Basiscreme 162/54 97,31 0,263 3 0,29 0,59
0 - 4,4 mg ml!
Liniment
0- 4,0 mg ml 170/50 97,51 0,208 3 0,51 0,72
Metrocreme® 2= sioma =
(univariat) 112/- 0035 el - 0,18 0,55
0 - 3,2 mg ml! > i

Wissrige Harnstofflésungen von 0 bis 15% (m/V) wurden zur Kalibrierung der
Harnstoffdiffusion durch die SC-Lipidmodellmembranen hergestellt. Der multivariaten Analyse
wurden 28 Proben, charakterisiert durch 85 Spektren, zugrunde gelegt. Fur die Teflondiffusions-
zelle wurden am Vertex 70 nach Vektornormierung und Bildung der ersten Ableitung im Bereich
von 1405 cm™ bis 1770 cm™ folgende Parameter ermittelt: R*> = 99,74, RMSECV = 0,234%,
Rang 3, LOD 0,184% und LOQ 0,226%.
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7.8 Auswertung der Freisetzungs- und Penetrationsgraphen

Zur Auswertung der erhaltenen Intensitits- bzw. Konzentrations-Zeit-Graphen wurden
verschiedene Parameter bestimmt. Die freigesetzte bzw. penetrierte Arzneistoffmenge wurde
durch die Fliche unter der Kurve (AUC) beschrieben. Die Fliche zwischen den Kurven (ABC),
d.h. die Fliche zwischen Graph und Maximumasymptote wurde ebenso bestimmt [177].

Abbildung 16 veranschaulicht am Beispiel einer kalibrierten Messung die Parameter.

C
C,

ABC
AUC

CO t\o t

Abbildung 16: Schematische Darstellung eines c-vs.-t-Graphen und ausgewihlte Parameter.

Die maximale Konzentration oder Bandenintensitit, an die sich der Graph im steady state
annihert, wurde mit Hilfe eines Kurvenfits bestimmt. Da es sich in den meisten Fillen um
sigmoidale Sittigungskurven handelte, fand der /ogistic fit der Origin7.5-Software (Originlab
Corporation, Northampton, MA, USA) Verwendung (R*> 0,998, [104, 178]). Die Gleichung
daftr (Gl. 3) lautete:

_ G~ G
y_c1+— Gl 3

p
14| -
Ly
wobei C; die maximale, asymptotisch geniherte Konzentration bzw. Bandenintensitit ist, C, die
minimale Konzentration bzw. Bandenintensitit und t, die Zeit, bei der (¢, +¢,)/2 erreicht wird.
Der Anstieg im Wendepunkt des Graphen M, konnte ebenfalls mit Hilfe dieses Fits berechnet
werden. Der relative Anstieg lieB3 sich aus dem Quotienten p/t, errechnen. Der Anstieg im
Wendepunkt konnte durch die Gl. 4

N GL 4
0 4 XO
bestimmt werden.
Die mittlere Verweilzeit MDT, die die Affinitit des Arzneistoffs zum Vehikel charakterisiert,

wurde im Fall der kalibtierten Daten durch Berechnung von ABC/cC; bestimmt [179]. Zut

Normierung der Daten wurden der Minimalwert mit O und der Maximalwert mit 1 gleichgesetzt.
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Um verschiedene Vehikelsysteme vergleichen zu kénnen, wurden alle zu betrachtenden Systeme
der entsprechenden Messrethen bis zu einem definierten Zeitpunkt ausgewertet. Dieser ist

gegebenenfalls als Index dem jeweiligen Parameter beigefiigt.

8 FT-RAMAN-Spektroskopie metronidazolhaltiger halbfester Zubereitungen

Zur Untersuchung des physikalischen Zustands und der (Re-)Kiristallisation von Metronidazol in
den verschiedenen Vehikeln wurden diese in Aluminiumpfinnchen eingebracht und bei einer
Lasetleistung von 320 mW mit 200 Scans an einem FT-RAMAN-Spektrometer RES 100/S
(Bruker Optik, Ettlingen, Deutschland, weitere Parameter siche Tabelle 6) mit einer Anregung
von 1064 nm (Nd:YAG-Laser) gemessen. Von den in Kapitel C 6 beschriebenen Proben zur
Kalibrierung der Freisetzungsexperimente wurden RAMAN-Spektren aufgezeichnet, um
Referenzdaten zu erhalten. Die Kalibrierungsparameter sind in Tabelle 12 zusammengestellt. Die
Bande 75 - 95 cm™ diente als interner Standard. Zudem wurde die erste Ableitung der Spektren

im ausgewerteten Bereich gebildet.

Tabelle 12: Parameter der multivariaten Analyse des Metronidazolgehalts in verschiedenen Vehikeln
mittels FT-RAMAN-Spektroskopie.

Vehikel Spektrenanzahl/  R? RMSECV  Rang  LOD LOQ

spektrale Bereiche Probenanzahl [Yo, m/ m] [Yo, m/m]  [Yo, m/m]
Basi DAC

asiscreme 64/35 99,17 0,136 1 0,138 0,407
1250 - 1280 cm!
modifizierte
Basiscreme 70/37 99,25 0,152 4 0285 0,562
1254 - 1284 cm!
o

iniment 65/34 99,02 0,167 1 0307 0831

1255 - 1280 cm !

Metrocteme® - -
1254 - 1280 cm'! 66/35 99,00 0,177 2 0,092 0,372

n=4"n=3

Anhand charakteristischer Verinderungen der Kalibrierungsproben wurde die Loslichkeit von
Metronidazol in den Grundlagen bestimmt. Die Banden bei 1155 cm™ und 1355 cm™ traten nur
bei Anwesenheit von kristallinem Metronidazol auf. Daher wurde die Konzentration des ersten
Erscheinens als Parameter fur die Loslichkeit ausgewihlt. Die Bandenflichen wurden in den
Grenzen 1150 cm™ bis 1167 cm™ und 1340 cm™ bis 1364 cm™ berechnet und auf einen internen
Standard (Bandenfliche 75 -93 cm™) normiert. Die Loslichkeit im Vehikel wurde in dieser
Auswertung durch das Ende des Plateaus und den Schnittpunkt mit der Ordinate bei Yy =0
determiniert. Die Angabe der Loslichkeit erfolgte durch Mittelwertbildung aus den auf die

unterschiedlichen Weisen ermittelten Werten.
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Fir Proben mit 0,75%, 1% und 2% Metronidazol (kristallin oder als AEMetro) in Basiscreme,
Liniment und Metrocreme” wurde die Lagerungsstabilitit bestimmt. Dafiir wurde ein Teil der
Proben nach der Herstellung 10 Tage einem Schaukeltest unterzogen, so dass die Lagerung
alternierend bei 40°C und 4°C fiir jeweils 12 h erfolgte. Alle Proben wurden frisch, d.h. innerhalb
der ersten zwei Tage nach der Herstellung, nach dem Schaukeltest, nach 1, 2, 3 Monaten sowie
die Proben mit AEMetro zusitzlich nach 6 Monaten Lagerung bei Raumtemperatur RAMAN-
spektroskopisch vermessen. Als Kontrolle wurden die reinen Grundlagen und Proben mit AE
der gleichen Prozedur unterzogen. Das Auftreten der Metronidazolbanden bei 1155 ¢cm™ und
1355 cm™ war charakteristisch fiir kristallines Metronidazol. Bandenmaximum (Position der
Amplitude ermittelt mit Hilfe der 2. Ableitung) und die Bandenfliche, normiert auf die Fliche
von 75 cm™ bis 93 cm™ als interner Standard, wurden ausgewertet, um die Lagerungsstabilitit und

Rekristallisationsneigung zu untersuchen.

9 Konsistenzpriifung

Die Konsistenz der fiir die Metronidazolexperimente eingesetzten Grundlagen sowie der
jeweiligen Zubereitungen mit Metronidazol oder AE wurde in Anlehnung an das Ph.Eur.
(Ph.Eur. 6, [160]) mit einem Penetrometer mit Mikrokonus (OFD 73731, VEB Feinmess
Dresden, Deutschland) bei 25°C bestimmt. Etwa 5 ml der jeweiligen Zubereitung wurden
luftblasenfrei und ohne weitere Scherung in den Probenhalter (d = 10 mm) eingefillt und die
Eindringtiefe des Konus ermittelt (n = 3). Konnten durch statistische Analyse (Kapitel C 10) ftr
die reinen Grundlagen und die metronidazolhaltigen Grundlagen keine Unterschiede festgestellt
werden, so wurden diese Werte gemittelt und mit den Daten der AE-haltigen Zubereitungen
verglichen.

Als Proben dienten 0,75%, 1% und 2% Metronidazol in Basiscreme, modifizierte Basiscreme,
Liniment und Metrocreme®. Des Weiteren wurden entsprechend den AEMetro-Konzentrationen

der Penetrationsexperimente 6%, 8% und 10% AE in die Grundlagen eingearbeitet.

10 Statistische Auswertung

Statistische Signifikanzprifungen wurden als einfaktorielle Varianzananalyse (ome-way ANOVA)
mit anschlieBender Tukey’s multiple comparison als post-hoc Analyse durchgefthrt (inerfSTAT-a V1.3).
Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. Abweichungen davon werden entsprechend angegeben.

Lineare Regressionsgraden wurden mit der Software Microsoft Excel 2002 erstellt.
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11 Membranen

11.1 Herstellung der Dodecanol-Collodiummembranen

Dodecanol-Collodiummembranen (DCM) wurden nach der Methode von NEUBERT [72]
hergestellt. Dafiir wurden 8,0 g oder 12,0 ¢ Dodecanol/Octanol (9/1) zu einer Mischung aus
Ether und Ethanol (8,5:1,5 v/v) zu 100,0 g gegeben und gemischt, mit 4%iger Collodiumlosung
DAC auf 200,0 g aufgefillt und auf ein Folienziehgerit (Mechanische Werkstatt Martin-Luther-
Universitait Halle-Wittenberg) aufgetragen. Nach Verdunsten des Losungsmittels wurden die
Membranen geschnitten und im Exsikkator bei 25°C zwischen Filterpapierblittern gelagert.

Membranen mit einem DD/Oct-Gehalt von 67% wurden fiir die Penetrationsexperimente mit
Metronidazol  verwendet. Die durchschnittliche Schichtdicke (MT 25B, Heidenhain,
Deutschland) betrug 39 * 2 um (Experimente mit AEMetro-haltigen Cremes) und 34 + 2 um
(Experimente mit Metronidazol-haltigen Cremes). Fir die Penetrationsexperimente mit

Ibuprofen waren die Membranen 11 = 1 pm dick und enthielten 75% Lipid.

11.2 Dialysemembran Nephrophan®

Die Poren der Cellulose-Xanthogenat-Dialysemembran Nephrophan® (ORWO, Wolfen,
Deutschland) sind mit Glycerol gefillt. Dieses wurde vor der Verwendung der Membranen durch
dreistiindiges Waschen in einer 2%-igen NaHCO,-Lésung in 1 mM Na-EDTA-Losung bei 60°C
bis 70°C entfernt. Die Dicke der Membranen betrug 35 um bis 40 pm (MT 25B, Heidenhain,
Deutschland).

11.3 Priparation der Stratum-corneum-Lipidmodellmembranen

Als Triger fur die SC-Lipid-Modellmembranen dienten unterschiedliche Filtermaterialien. Zum
einen wurden Polycarbonatfilter der Firma Avestin (Avestin Europe GmbH, Mannheim,
Deutschland) mit einer Porengréfle von 200 nm, zum anderen Greiner-Zellkultureinsitze 0,4 um
ThinCert™ (Greiner bio-one, Niederlande) aus Polyethylenterephthalat (PET) eingesetzt, die
Kapillarporen mit einem Durchmesser von 400 nm aufwiesen. Beide Trigermaterialen waren
bestindig gegentiber dem verwendeten Losemittelgemisch Chloroform/Methanol 1/1.

Die Lipidmischungen wurden aus den jeweiligen Stammlésungen (10 mg ml’, Cholesterolsulfat:
5mgml’) hergestellt. Als Lésemittel erwies sich eine Chloroform/Methanol-Mischung
1/1 (V/V) als geeignet. Die Basismischung enthielt Ceramid [AP], Cholesterol (Chol),
Palmitinsiure (PA) und Cholesterolsulfat (Chols) in den Verhiltnissen 55/25/15/5 mg ml". Eine
weitere Lipidmischung bestand aus Ceramid [EOS], Ceramid [AP], Chol und Behensiure (BA)
im Verhiltnis 23/10/33/33 mg ml' und wird als Cer[EOS]-haltige Mischung im Folgenden

bezeichnet.
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0,5ml, 1,0ml oder 1,5ml der jeweiligen Lipidmischung wurden im Trockenschrank bei
wasserdampfgesattigter Atmosphire und entsprechender Temperatur auf den Trager aufgetragen.
Fir die Basismischung betrug die erforderliche Temperatur auf dem Filter 70°C, fir die
Cer[EOS]-Mischung 95°C. Das bedeutet, dass im Fall der Avestin®-Filter, die fiir die Priparation
mit ein wenig Methanol befeuchtet in eine Teflonhalterung eingespannt wurden, die Temperatur
des Trockenschranks mind. 85°C betragen musste, um die schlechte Wirmeleitfihigkeit des
Teflons zu kompensieren. Fiir das Cer[EOS]-haltige Lipidsystem konnte auf diese Weise keine
adiquate Priparationstemperatur erreicht werden, so dass Greiner bio-one ThinCert™-
Zellkulturplatten als Triger verwendet wurden. Nach Verdunsten des Losemittels (je nach
Volumen und Lipidmischung zwischen 15 min und 45 min) wurden die ThinCert™ fiir weitere
15min - auf dem Kopf stehend - im Trockenschrank belassen. Zur Entfernung von
Losemittelresten  wurden alle Membranen tber Nacht im Vakuumtrockenschrank bei
Raumtemperatur gelagert. Daran schloss sich ein Annealing-Programm an, wie es in [133]
beschrieben ist. Dazu wurden die Membranen bei 80°C und wasserdampfgesittigter Atmosphire
im Trockenschrank fiir 60 min behandelt. Dem 15-miniitigem Abkiihlen folgten vier weitere
Apnnealing-Zyklen, die aus 30 min Temperaturbehandlung im Trockenschrank und 15 min
Abkuhlen bestanden. Bei den Basismischungen wurde ggf. ein weiterer _Awnnealing-Zyklus
angeschlossen, um die Membranqualitit zu verbessern.

Die so hergestellten Membranen wurden zunichst visuell auf Homogenitit und fehlende
kristalline Bereiche untersucht. Fur Diffusionsstudien wurden nur Membranen verwendet, die
einheitlich opak waren und keine weil3lich-kristallinen Bereiche aufwiesen. Des Weiteren gab die
Schichtdickenmessung an mind. 10 unterschiedlichen Punkten der Membran Auskunft iiber ihre
Qualitit.

Die zunichst erforderliche Optimierung der Herstellung erfolgte unter Zuhilfenahme von
Dynamischer Differenz-Kalorimetrie  (engl.  differential ~ scanning  calorimetry, DSC) und
temperaturabhingiger FT-RAMAN-Spektroskopie an den FEinzelsubstanzen sowie den
Lipidmischungen. Die Proben wurden aus den entsprechenden Stamml6sungen hergestellt. Das
Losemittel evaporierte bei Raumtemperatur. DSC-Messungen wurden mit einer Aufheizrate von
5 K min" in drei Zyklen mittels einer DSC 200 (Netzsch-Geritebau GmbH, Selb, Deutschland)
durchgefiihrt. Anhand der erhaltenen Thermogramme wurden die Temperaturintervalle fir die
FT-RAMAN-Messungen festgelegt. Die Probe wurde in einem NMR-Réhrchen in den
Temperietblock des FT-RAMAN-Spektrometers (RFS100/s, Parameter siche Tabelle 6)
eingebracht. Bei jeder Temperatur wurde die Probe 15 min temperiert und dann mit 200 Scans
gemessen. Auch diese Temperaturzyklen wurden dreimal - an aufeinander folgenden Tagen -

wiederholt, um die Priparation bei erhohten Temperaturen und die Awnealing-Zyklen zu
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simulieren. Die Auswertung der Spektren erfolgte nach [157] anhand der symmetrischen und
antisymmetrischen CH-Schwingungsbanden zwischen 2800 cm™ und 3000 cm™. Die Gesamt-
intensitit der Banden wurde durch Integration von 2800 - 3029 cm” bestimmt. Die
antisymmetrische CH,-Valenzschwingung wurde von 2867 cm™” bis 2912 cm™ integriert. Die
Position der symmetrischen CH,-Valenzschwingung wurde mit Hilfe der zweiten Ableitung

zwischen 2832 cm™ und 2866 cm™ ermittelt.

11.4 Isolierung von humanem Stratum corneum

Mammahaut aus Reduktionsplastiken dreier Spenderinnen wurde vom Deutschen Institut fir
Zell- und Gewebeforschung Berlin (Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die direkt nach der
Durchfihrung der Operation mechanisch von Fettgewebe und Dermisteilen befreiten Haut-
sticke lagerten bei -80°C. Das SC wurde in Anlehnung an die Methode von KLIGMAN [180]
mittels 0,01% Trypsin in 0,5%iger NaHCO;-Losung bei 37°C separiert. Dazu wurden die
aufgetauten Hautstlicke auf einen Trypsin-getrinkten Filterpapierstapel aufgelegt. Das Ende der
enzymatischen Spaltung konnte durch das Flotieren des SC auf destilliertem Wasser festgestellt
werden. Das SC wurde mit destilliertem Wasser abgespilt und sofort in fir die Diffusionszellen
passende Stiicke geschnitten und, in Filterpapier verpackt, gefriergetrocknet (Alpha 2-4, Christ,
Osterode, Deutschland). Die Membranen lagerten bis zur Verwendung bei -20°C. Vor den
Penetrationsexperimenten wurden die SC-Membranen fir 24 - 30 h mit destilliertem Wasser
rehydratisiert [45]. Die Dicke des vollstindig hydrierten SC betrug ca. 27 um. Anhand des
charakteristischen Spreitverhaltens auf Wasser und mittels Mikroskopie wurde die Unversehrtheit
der Membranen vor und nach den Penetrationsexperimenten gepriift.

Der Reproduzierbarkeit halber wurden fir die Penetrationsexperimente mit Dithranol
Membranen einer Spenderin verwendet. Fur die Metronidazolpenetration bendtigte Membranen
stammten von zwei Spenderinnen. Das Studiendesign wurde so gewahlt, dass interindividuelle

Einflusse weitestgehend ausgeschlossen werden konnten.

11.5 Bovine Hufmembranen

Bovine Hufmembranen wurden aus dem Schuh eines zweijjihrigen Rinds im vollstindig
hydratisierten Zustand mittels Mikrotom nach der in [69,70] beschriecbenen Methode
geschnitten. Die Rinderschuhe wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert, die geschnittenen
und gefriergetrockneten Hufmembranen bei -20°C aufbewahrt, und vor Verwendung mind. 24 h
in destilliertem Wasser vollstindig hydratisiert [45]. Die Schichtdicke der verwendeten

Membranen lag bei 100 um bis 300 pm.
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D Ergebnisse und Diskussion

1 Einsatz spektroskopischer Methoden zur Charakterisierung

arzneistoffbeladener Aerogele in pharmazeutischen Zubereitungen

1.1 Bestimmung der Arzneistoffkonzentration der beladenen Aerogele

Die Menge der adsorbierten Arzneistoffe kann grundsatzlich mit Hilfe verschiedener analytischer
Methoden bestimmt werden. Die meisten Verfahren beruhen auf einem quantitativen
Herauslosen des Arzneistoffs aus dem AE. Dieser Schritt ist bei der Verwendung
schwingungsspektroskopischer Methoden nicht erforderlich. Fur Dithranol ist eine solche direkte
Methode zur Gehaltsbestimmung der beladenen Aerogelpulver mittels FTIR-ATR-Spektroskopie
in [2] beschrieben worden. Das dazu notwendige Anpressen der Pulver auf den ATR-Kiristall
fihrte allerdings zu starken mechanischen Belastungen desselben, so dass Alternativen gesucht
wurden. Zur Anwendung kamen DRIFT, NIR- und FT-RAMAN-Spektroskopie. Wigung,
UV /Vis-Spektroskopie und Elementaranalyse dienten als erginzende Methoden. Aus Griinden
der Vergleichbarkeit wurden die fiir DRIFT angefertigten Dilutionen mit KBr auch fir die NIR-
und FT-RAMAN-Spektroskopie verwendet.

Ibuprofen

Zuniachst wurden Kalibrierungen fiir DRIFT, NIR- und FT-RAMAN-Spektroskopie angefertigt.
Die entsprechenden Parameter der spektroskopischen Techniken sind in Tabelle 13 ersichtlich.
DRIFT und NIR-Spektroskopie waren gut zur Quantifizierung geeignet. Das Verdiinnen der
Proben mit KBr fithrte bei der RAMAN-Methode zu schlechteren Kalibrierungsparametern (z.B.
R? = 97,80). Da die Messzeit mit 5 min pro Spektrum am lingsten war und mit NIR und DRIFT
bereits zwei geeignete Methoden zur Verfligung standen, wurde dieser Methode nicht weiter

nachgegangen.

Tabelle 13: Parameter der Ibuprofenkalibrierungen, Bezugsgrof3e ist die Einwaage des AEIbu.

Methode Spektren- Daten- R? RMSECV Rang LOD LOQ
anzahl/ vorbehandlung/
Probenanzahl Wellenzahlbereich (%] %] %]
Vektornormierung,
DRIFT 82 /32 erste Ableitung 99,79 0,764 9 0,905 2,46

1280 - 1800 cm!

erste Ableitung,
NIR- multiple Streukorrektur

Spektroskopic 458 / 29 7502 - 6094 em-!  und 99,74 0,856 9 1,01 3,93
5450 - 4247 cm’!
Vektornormierung,
RAMAN erste Ableitung
o 142 / 28 95-153 ecm, 97,80 2,600 3 398 13,0
spektroskopie 767 - 1637 cm.,

2832 - 3084 cm!
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In Tabelle 14 sind die Ergebnisse verschiedener Verfahren zur Gehaltsbestimmung fur drei

AEIbu einander gegentibergestellt.

Tabelle 14: Ergebnisse verschiedener Quantifizierungsmoglichkeiten fiir AEIbu unterschiedlicher
Arzneistoffbeladungsmengen.

Probe  Berechnung anhand UV/Vis, Elementaranalyse, NIR, DRIFT,
Wigung, »=1 n=1 n=1 n=3 n=3
%] %] %] [%] %]

1 334 30,9 35,6 32,7 £ 0,04 32,6 £ 04

2 37,9 35,7 41,6 35,5 0,06 36,6 + 0,2

3 40,3 39,4 423 37,4 £ 0,05 41,1%£0,3

Generell wiesen alle Methoden eine gute Ubereinstimmung auf. Bei allen Methoden wurden mit
steigender Arzneistoffbeladung zunehmende Ibuprofengehalte ermittelt. Die Elementaranalyse
zeigte fur alle Proben die hochsten Gehalte. Bei niedrigen Beladungen wich der UV/Vis-
spektroskopisch bestimmte Gehalt zu einem geringeren Wert ab. Dies deutete auf ein
unvollstindiges Herauslosen des Ibuprofens hin. Vergleicht man NIR-Spektroskopie und
DRIFT, so ist festzustellen, dass beide Methoden dhnliche Ergebnisse lieferten, bei der DRIFT
aber groflere Standardabweichungen auftraten. Unterschiede, die auf verschiedenen
Partikelgré3en beruhen, waren auszuschlieSen, da alle Proben die gleiche Behandlung erfuhren
und dieselben Proben fiir beide Methoden verwendet wurden. Ein wichtiger Finflussfaktor der
DRIFT war die Feuchtigkeit - sowohl des Probenraums als auch der Probe. Durch die
Verwendung des stark hygroskopischen KBr als Dilutionsmittel reagierten die Messungen sehr
sensitiv auf die Umgebungsbedingungen. Durch weitere Optimierungen, wie eine Erhéhung der
Spektrenzahl, kann dies zumindest teilweise ausgeglichen werden. Vor allem fir die NIR-
Spektroskopie war die Datenmenge der Kalibrierung limitierend, da die Spektren durch sehr
breite, unscharfe Banden gekennzeichnet sind. Je mehr unabhingige Kalibrierungsproben
vorhanden sind und je mehr Spektren in die Kalibrierung einflieBen, desto stabiler ist die
Methode. Die erforderliche Mindestdatenmenge war hingegen bei der DRIFT geringer. Fur
DRIFT ist die Verdinnung mit KBr essentiell. Daraus ergab sich ein zusitzlicher Arbeitsschritt,
der bei der NIR-Spektroskopie nicht unbedingt erforderlich wire. Hier kénnten die Proben mit
entsprechender Kalibrierung auch direkt gemessen werden. 5 mg bis 10 mg Probe wurden fiir die
DRIFT-Messungen, 1 g bis 1,5g Probe fir NIR-Messungen bendtigt. Die Messdauer selbst
unterschied sich ebenso. Fir ein DRIFT-Spektrum waren, je nach Spilzeit der Probe mit
trockener Luft, 2min bis 5min Messzeit erforderlich. Ein NIR-Spektrum war in 40 s
aufgezeichnet. Durch die erh6hte notwendige Datenmenge wurde diese Zeitersparnis verringert.
NIR-Spetroskopie und DRIFT waren geeignet, den Ibuprofengehalt beladener AE zu

bestimmen.
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Metronidazol

Die Gehaltsbestimmung der AEMetro erfolgte mittels einer NIR- und einer DRIFT-Methode.
Die erste Ableitung der Spektren wurde im NIR in den Bereichen von 3910 cm™ bis 4478 cm™
und 5525 cm™ bis 6250 cm™ gebildet und eine multiple Streukorrektur durchgefithrt. Fiir 22
Proben, die mit 208 Spektren charakterisiert wurden, ergaben sich folgende Parameter: R* 99,52,
RMSECV 0,670%, Rang 7 sowie als Nachweis- bzw. Bestimmungsgrenze 0,725% und 2,58%.
Fine erstellte DRIFT-Methode in den Bereichen 821 - 880 cm™ und 1250 - 1570 cm™ wies nach
der Spektrenvorbehandlung mit multipler Streukorrektur bei Rang 3 R* 99,85 und RMSECV
0,342% auf. LOD und LOQ fir diese Methode waren 0,039% und 0,486%. 51 Spektren wurden
in Gruppen von 13 Proben vermessen. Letzterer Methode wurde aufgrund der besseren

Parameter der Vorzug gegeben.

Nifedipin

Far AENIf gelang es unter den gegebenen Bedingungen nicht, eine reproduzierbare NIR-
Methode zu erstellen. Ursiachlich war eine sehr geringe spektrale Informationsbreite der Spektren.
Daher wurde eine DRIFT-Methode etabliert. Diese beruhte auf der Bildung der zweiten
Ableitung der Spektren im Bereich von 1300 cm™ bis 1551 cm™. 184 Spektren beschrieben 26
Proben. Fur R? ergab sich 98,57, RMSECV betrug 0,925% und der optimale Rang war 7. LOD
und LOQ) lagen bei 0,347% und 1,45%.

Anhand verschiedener Arzneistoffe konnte gezeigt werden, dass schwingungsspektroskopische
Methoden, speziell DRIFT und NIR-Spektroskopie geeignet sind, den Arzneistoffgehalt
beladener AE zu quantifizieren. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die
Methoden fir jeden Arzneistoff entsprechend neu validiert werden miussen und daher keine
allgemeingiiltige Empfehlung gegeben werden kann. Bei den in dieser Arbeit verwendeten
beladenen Aerogelen erwies sich jedoch die DRIFT im direkten Vergleich mit der NIR-
Spektroskopie als geeignetere Methode.

1.2 Charakterisierung ibuprofenbeladener Aerogele

Der physikalische Zustand der auf AE adsorbierten Arzneistoffe wurde anhand von AEIbu
untersucht. Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass mit Rontgen-Diffraktometrie keine
kristallinen Strukturen nachweisbar sind [1-3]. Fur ketoprofenbeladene AE wurde, in Analogie zu
den Ergebnissen von [181], anhand der Verinderungen der CO-Streckschwingungen im MIR-
Transmissionsspektrum der amorphe Zustand von Ketoprofen nach Adsorption postuliert [3].

Es galt daher diese ersten Ergebnisse zu tbertragen und durch die Verwendung weiterer
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schwingungsspektroskopischer Methoden zu erginzen. Neben den kristallinen Ibuprofenen (S-
Enantiomer und Racemat) und den beladenen AE wurden auch die Schmelzen untersucht, die
die Spektren des amorphen Zustands simulierten.

Die Feststoffe S-Ibuprofen und racemisches Ibuprofen wiesen Unterschiede in ihren ATR- und
RAMAN-Spektren auf. Wihrend in den RAMAN-Spektren vor allem Abweichungen im
niedrigen Wellenzahlbereich bestanden, waren in den FTIR-ATR-Spektren im gesamten
Fingerprint-Bereich Unterschiede erkennbar. In Abbildung 17 sind die Spektren in ausgewihlten
Wellenzahlbereichen dargestellt. Die wichtigsten Bandenpositionen sind zur besseren

Verstindlichkeit in den Tabelle 32 und Tabelle 33 des Anhangs zusammengestellt.
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Abbildung 17: Vergleich der FT-ATR- (links) und FT-RAMAN-Spektren (rechts) von geschmolzenem S-
Ibuprofen und AEIbu mit den kristallinen Feststoffe racemisches und S-Ibuprofen.

Die Spektren der Schmelzen beider Formen waren identisch, wobei die Banden im Vergleich zu
beiden Feststoffspektren breiter und zu tieferen Wellenzahlen verschoben waren. Dies kann auf
die bessere Beweglichkeit der Molekile im flissigen Zustand zuriickgefihrt werden
[135, 136, 142]. Nach Abkiithlen und Rekristallisation wurden die jeweiligen Ausgangsspektren
wieder erreicht. Allgemein erwies sich die Schmelze des S-Ibuprofens als dauerhafter gegentiber
jener des Racemats. Die Rekristallisation setzte erst nach mehreren Tagen ein, wohingegen das
Racemat bereits nach einem Tag auskristallisierte. Auch bei der Beladung der AE mit S-
Ibuprofen blieb dieses zunichst als flissiger Rickstand im Autoklaven zurtick.

Bandenpositionen und -formen des Ibuprofens der AEIbu entsprachen denen geschmolzenen
Ibuprofens. Der Arzneistoff lag demzufolge nicht-kristallin, d.h. amorph, auf dem Aerogelgertist
adsorbiert vor. Das AE selbst besa3 im ATR-Spektrum aufgrund der SiO-Schwingung einen
breiten Absorptionsbereich bei 1050 cm’. Im RAMAN-Spektrum trat ebenfalls ein
Untergrundsignal auf. Dieses war sehr breit und beeinflusste die Arzneistoffbanden nicht.

Der amorphe Zustand des adsorbierten Ibuprofens blieb wihrend der Lagerung erhalten. Im
Beobachtungszeitraum von acht Monaten kam es zu keinen Verinderungen im RAMAN- oder

ATR-Spektrum. Im Gegensatz zu anderen Methoden der Amorphisierung von Arzneistoffen,
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z.B. durch Spriiheinbettung, waren die beladenen AE demnach stabil und zeigten keine
Rekristallisationsneigung. Die offene, weitrdumige Porenstruktur des AE erschwerte das
Kristallwachstum durch raumliche Trennung der adsorbierten Molekiile.

Die Homogenitit der Arzneistoffverteilung wurde mit PAS untersucht. Durch die
Intensititsmodulation des anregenden IR-Strahls konnte ein Tiefenprofil der monolithischen,
zylinderférmigen Probe erstellt werden. Die Intensititen der Ibuprofenbanden waren zur

Konzentration proportional und korrelieren mit der Eindringtiefe des IR-Strahls 4, . Diese ist
proportional zur thermischen Diffusionslinge g, und abhingig von der Modulationsfrequenz

des IR-Strahls v gemal3 Gl. 5

1
Heps =~ Hy ~ ,/* Gl. 5 [135,182]
VS

In Abbildung 18 ist beispielhaft die berechnete Intensitit der Carbonylbande des Ibuprofens von
1667 cm™ bis 1780 cm™ in Abhingigkeit von der Eindringtiefe abgebildet. Die gute Korrelation

zeigte, dass der adsorbierte Modellarzneistoff Ibuprofen homogen im AE verteilt vorlag.

4,5+
4,04
3,54
} 5,8*exp(-x/15,8)+0,5
§ 3,0 r2=0,999
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201
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Abbildung 18: PAS-Intensitit der Carbonylschwingung von Ibuprofen in Abhingigkeit von der
Eindringtiefe des IR-Strahls in eine monolithische AEIbu-Probe.

Anhand verschiedener schwingungspektroskopischer Untersuchungen konnte am Beispiel von
AEIbu gezeigt werden, dass auf Aerogele adsorbierte Arzneistoffe homogen verteilt und amorph

vorliegen. Der amorphe Zustand erwies sich als lagerungsstabil.
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1.3 Feste Arzneiformen

1.3.1 Freigabestudien zu Ibuprofen und Nifedipin aus hydrophilen Silica-Aerogelen

mittels Paddle-Methode

Arzneistoffbeladene AE konnen zu unterschiedlichen Arzneiformen verarbeitet werden. In
Hinfithrung an die Herstellung fester Arzneiformen, insbesondere Tabletten, wurden zunichst
fir die beiden Modellarzneistoffe Ibuprofen und Nifedipin Freisetzungsstudien mit beladenen

Aerogelpulvern und den jeweiligen kristallinen Arzneistoffen durchgefiihrt.

1.3.1.1 Ibuprofen

Verschiedene ibuprofenhaltige Proben (AEIbu Dichte 0,04 g cm™ und 0,08 g cm™ mit 20% und
36% bzw. 21% und 40% Ibuprofen, Ibuprofen-Racemat, S-Ibuprofen) wurden auf ihre Freigabe
in 0,IN-HCl bzw. Puffer untersucht. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse ist in
Abbildung 19 zusammengestellt.
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Abbildung 19: Freisetzung von Ibuprofen aus AEIbu verschiedener Dichte und Beladung bzw. Lésen von
kristallinem Ibuprofen in 0,IN-HCl (t=120min) mit anschlieBender pH-Wert-Erhéhung (pH 7,
t [120; 200]); links: Konzentrations-Zeit-Diagramm, rechts: normierte Freisetzung (¢ = 1), n = 3.

Zwischen S-Ibuprofen und racemischem Ibuprofen waren geringe Unterschiede in der
Lésungsgeschwindigkeit zu erkennen, wobei racemisches Ibuprofen eine geringfiigig schnellere
Léslichkeit im Medium im beobachteten Zeitraum aufwies. Typisch fir das Auflésen kristalliner
Feststoffe ist das Auftreten einer Verzdgerungszeit, die das Uberwinden der Kristallgitterkrifte
zu Beginn des Prozesses charakterisiert. Die kristallinen ,,Ibuprofene® zeigten solch eine
Verzogerung und am Ende der Messzeit waren die Proben noch nicht vollstindig geldst.
Deutlich erhéht war die Losungsgeschwindigkeit durch Verwendung von AEIbu im Vergleich zu
kristallinem Ibuprofen. Durch den Kontakt mit dem Medium kollabierte das Aerogelgeriist

aufgrund starker Kapillarkrifte und das amorph adsorbierte Ibuprofen wurde molekulardispers
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an das umgebende Medium abgegeben. Kristallgitterkrifte mussten nicht tberwunden werden.
Alle AEIbu-haltigen Proben setzten den Arzneistoff unverziiglich frei. Unterschiede in
Aerogeldichte und Beladung beeinflussten Loslichkeit und Losungsgeschwindigkeit nicht
signifikant. Aerogele héherer Beladung setzten mehr Ibuprofen frei als ihre Aquivalente mit
geringerer Beladung.

Die initiale Freisetzung innerhalb der ersten 2h war nahezu quantitativ (90-95%). Die
Verbesserung der Loslichkeit durch pH-Anhebung auf pH 7 resultierte daher nur in einem
geringfiigigen Anstieg der Ibuprofenkonzentration im Medium. Bei den kristallinen Formen

erwies sich weiterhin die Loslichkeit selbst als limitierend.

1.3.1.2 Nifedipin

Neben Ibuprofen diente Nifedipin als Modellarzneistoff zur Herstellung fester, AE-haltiger
Arzneiformen. Unglnstige Losungseigenschaften (BCS-Klasse II), chemische Instabilitit und die
Verwendung zur Akuttherapie des Bluthochdrucks (z.B. als Spray oder ZerbeiB3kapsel, [49, 163])
machen Nifedipin zu einem interessanten Arzneistoff fir die Adsorption auf AE und die
Herstellung (ultra-)schnell freisetzender fester Arzneiformen auf Basis von AENIif.

Anhand der Losungsgeschwindigkeit von Nifedipin und der Freisetzung von Nifedipin aus
AENIif in Puffer pH 7 wurde der Einfluss unterschiedlicher Donatormengen auf die geloste
Arzneistoff-Menge untersucht. Es herrschten Noz-sink-Bedingungen. Bei allen Proben mit
kristallinem Nifedipin befand sich ein deutlicher kristalliner Riickstand beim Beenden des
Experiments im Probengefa3. Im Gegensatz dazu, waren bei Verwendung AENIf die Proben
entfarbt und durch den Aerogeleffekts geschrumpft. Zudem wiesen die Lésungen eine wesentlich
stitkere Gelbfirbung auf, was sich auch in héheren UV /Vis-Absorptionen wiederspiegelte.

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse graphisch gegeniibergestellt. Wie schon bei den

wIbuprofenen®, war bei kristallinem Nifedipin eine deutliche Verzégerungszeit zu beobachten.

Diese fehlte bei den AENIf erwartungsgemal3 vollstindig. Aerogeleffekt und amorpher Zustand
des adsorbierten Nifedipins fihrten zu einer schnellen bzw. ultra-schnellen Arzneistoffabgabe an
das Medium. Neben der forcierten Lésungsgeschwindigkeit war eine verbesserte Loslichkeit des
Nifedipins zu beobachten. Der finale Abfall der Freisetzungskurven ab 200 mg AENIf zeigte,
dass die entstandenen ubersittigten Losungen nicht stabil waren. Nach Erreichen eines
Konzentrationsmaximums rekristallisierte Nifedipin und die Konzentration gelosten Arzneistoffs
nahm infolgedessen ab. Kiristallines Nifedipin zeigte Unterschiede in Loslichkeit und
Lésungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration. Je mehr Nifedipin

eingesetzt wurde, desto mehr loste sich im Medium und desto schneller wurde der

Gleichgewichtszustand erreicht.
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Abbildung 20: Freisetzung von Nifedipin aus AENIif bzw. Losen von Nifedipin in Puffer pH 7 in
Abhingigkeit von der Dosis; links: Konzentrations-Zeit-Diagramm, rechts: normierte Freisetzung (c; = 1).

Aerogeleffekt und amorpher Zustand der adsobierten Arzneistoffe begtinstigten Loslichkeit und
Lésungsgeschwindigkeit im Medium gegentber kristallinem Ibuprofen oder Nifedipin. Die
deutlich verbesserte Freisetzung durch die Verwendung von AEIbu bzw. AENIf zeigte, dass die
Bioverfiigbarkeit schlecht (wasser-)loslicher Arzneistoffe erhéht werden kann, werden diese auf

Aerogele adsorbiert.

1.3.2 Tablettierung von hydrophilen Silica-Aerogelen

Tabletten stellen haufig eingesetzte feste Arzneiformen dar. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war
es daher, erstmalig arzneistoffbeladene AE zu Tabletten zu verarbeiten. Da AE sich durch ein
sehr hohes Volumen auszeichnen, wurden zunichst Studien zur Komprimierung und
Tablettierbarkeit unbeladener AE durchgefihrt.

Das SiO,-Polymer Aerosil® (Aer) findet bereits vielfach als Tablettierhilfsstoff Verwendung, so
dass zunichst die Tablettiereigenschaften von AE im Vergleich zu Aer untersucht wurden.

Mikrokristalline Cellulose (MCC) gilt als einer der einfachsten Tablettierhilfststoffe, und
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deswegen wurden zunichst Mischungen aus MCC mit unterschiedlichen SiO,-Konzentrationen -
als Aer oder AE - tablettiert. In Abbildung 21 sind Tablettenhirte und Zerfallszeit der MCC-AE-
Tabletten dargestellt. Wihrend die Mischungen mit AE mit steigendem Gehalt immer fester
wurden, ergaben MCC-Aer-Mischungen lockere Komprimate, die mit steigendem Aer-Gehalt
weiter an Festigkeit verloren. Aquivalente Mischungen aus Aer/MCC lieBen sich nicht mehr
komprimieren. Tabletten mit weniger als 50% Aer wiesen Zerfallszeiten von 30 s bis 60 s und

Bruchfestigkeiten um 30 N auf.
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Abbildung 21: Bruchfestigkeit und Zerfallszeit von Tabletten aus MCC mit unterschiedlichem AE-Gehalt.

Aer mit seinen kleinen kugelférmigen, geschlossen-porigen Partikeln erwies sich im
Tablettiervorgang als schwerer deformierbar als das AE mit seinen heterogenen Partikeln. Dessen
offene Porenstruktur begiinstigte ebenso wie die geringe Bruchfestigkeit die Tablettierbarkeit.
GroBle Poren kollabierten unter der Druckaufwendung, zudem brachen die Aerogelteilchen
durch die Druckanwendung beim Tablettieren weiter auf und fullten Hohlraume der MCC-
Matrix aus, so dass formschlissige Bindungen entstanden und festere Tabletten resultierten.
Kohisions- und Adhiasionskrifte waren hingegen bei den Aer-Komprimaten die bestimmenden
Bindungskrifte. Die schematische Skizze in Abbildung 22 illustriert diese Vorgange.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Tablettierung von Aer (oben) und AE (unten) mit MCC.
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Aus diesen ersten Experimenten ging hervor, dass die hohe Tablettenhirte der AE-haltigen
Tabletten den Zerfall beeinflusst, respektive erschwert und dadurch die gewiinschte
beschleunigte Arzneistofffreisetzung aus den Tabletten limitiert werden konnte.

In der Folge wurde daher a-Lactose-Anhydrat (Lac) den Tablettiermischungen zugesetzt, um
durch einen hydrophilen Hilfsstoff den Tablettenzerfall zu verbessern. Mischungen mit AE bzw.
Aer mit unterschiedlichen Verhiltnissen von MCC und Lac wurden hergestellt und tablettiert.
Abbildung 23 zeigt Bruchfestigkeit und Zerfallszeit der Tabletten in Abhingigkeit vom Lac-

Gehalt, dem SiO,-Polymer und dessen Konzentration.
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Abbildung 23: Bruchfestigkeit und Zerfallszeit von Tabletten mit AE oder Aer mit MCC bzw. Lac/MCC-
Mischungen in Abhingigkeit vom SiO2-Gehalt, *n =1; * n =3 mit F <10 N.

Die Zugabe von Lac erhohte die Bruchfestigkeit der Aer-Komprimate. In Analogie zur
Tablettierung mit MCC waren keine Tabletten mit erhohtem Aer-Gehalt herstellbar.

Bei AE war der FEinfluss des Lac-Gehalts abhingic vom Aerogelgehalt und vom
Mischungsverhiltnis Lac/MCC. Letztendlich galt: je mehr Lac, desto weicher wurden die
Tabletten und je mehr AE, desto fester wurden sie. Dies resultierte in der Zunahme der
Bruchfestigkeit mit steigender AE-Konzentration und Abnahme der Bruchfestigkeit mit
erthohtem Lac-Gehalt der Tablettiermischung.

Die Zerfallszeiten korrelierten mit der Bruchfestigkeit. Je fester die Tabletten, desto langsamer

zerfielen sie. Ein geringer Zusatz von Lac verringerte die Zerfallszeiten.

Resultierend aus diesen Studien dienten fiir nachfolgende Untersuchungen MCC oder eine
Mischung aus ILac/MCC 1/3 als Tablettiergtundmischung. Die Zugabe von 1%
Magnesiumstearat fithrte zu keiner grundlegenden Verbesserung der Tablettiereigenschaften von

Mischungen mit AE, so dass darauf verzichtet wurde.
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'H-NMR-Spektroskopie

"H-NMR-Imaging Untersuchungen an ausgewihlten Tabletten aus 0, 30% und 50% AE und
Lac/MCC 1/3 als Hilfsstoffmischung zeigten keine Unterschiede hinsichtlich des Zerfalls in
Abhingigkeit vom eingesetzten Medium - Wasser oder Puffer (Anhang: Abbildung 59). Ohne
AE zerfielen die Tabletten sofort bei Berithrung mit dem Medium. Tabletten mit 30% AR
wurden schnell benetzt und zerfielen in Stiicke, wohingegen Tabletten mit 50% AE langsam und
gleichmifBig vom Medium benetzt und nur teilweise in fragile Stiicke zersprengt wurden. Die
schlechtere Benetzung der Tabletten mit hoherem AE-Gehalt spricht ebenso wie der pilzartige
Zerfall selbst fir eine Hydrophobisierung der Tablettenoberfliche durch das AE wie sie in [183]
fir Manteltabletten aus hochdispersem Siliciumdioxid, Calciumhydrogelphosphat-Dihydrat,
Glyceroldibehenat, Magnesiumstearat und Povidon K 29/32 [163] beschrieben wurde.

FT-RAMAN-Spektroskopie

RAMAN-Spektren der Tablettiermischungen und der Tabletten wurden aufgenommen, um
Einflusse des SiO,-Polymers auf die Struktur der anderen Hilfsstoffe zu untersuchen. AE und
Aer zeigten im RAMAN-Spektrum keine Banden, die auf kristalline Strukturen verweisen. Aul3er
den Banden zwischen 2000 cm™ und 2500 cm”, die den Si-H-Bindungen der SiO,-Matrix
zuzuordnen waren, zeichneten sich die Spektren durch eine sehr breite Absorption bei hohen

Wellenzahlen aus, wobei diese bei AE wesentlich intensiver war als bei Aer (Abbildung 24).
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Abbildung 24: FT-RAMAN-Spektren der Einzelkomponenten der Tabletten.

Die Spektren der Tablettiermischungen und der Tabletten wiesen als einzigen Unterschied ein
verstirktes Rauschen der Mischungsspektren auf. Daher sind in Abbildung 25 die Spektren der
Tablettenbruchflichen abgebildet. Wihrend Aer-Zusatz keinen oder nur einen marginalen
Einfluss auf die Intensitit der anderen Hilfsstoffbanden zeigte, fihrte der Zusatz von AE
konzentrationsabhingig zu einer Verringerung der Bandenintensitit, wobei insbesondere die Lac-

Banden sensitiv reagierten und mit zunehmender AE-Konzentration stark abnahmen. Ab 50%
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AE-Zusatz betrugen die Lac-Banden nur noch die Halfte ihrer Ausgangsintensitit. Bei Tabletten
mit MCC war ab 70% eine deutliche Intensitdtsabnahme festzustellen. Lac zeigte wegen seiner
geringeren Grofle und groBleren Hydrophilie im Vergleich mit MCC bessere Interaktions-
moglichkeiten mit den Silanolgruppen des AE und passte sich gut in die hochporésen,
schwammartigen Oberflichen ein. Diese Interaktionsmoglichkeiten waren bei Aer eingeschrinkt,
das herstellungsbedingt aus geschlossen-porigen Kugeln bestand und dadurch eine geringere

Oberflache und damit Interaktionsflache als die AE aufwies.

Aerogel Aerosil®
=} —- 7
S A 3 |
5 =
= B
[ =
c (2
2 N g
< A w‘\ “ € N
5 “} I FR | pa— ] i
£ el g LAY )
) jiNi /
& / V ﬂ‘u‘q\ ) % _\'\M | J
E ) ® O o, W
) i\ W,; | \ e J o
V o T MV
H\V\A; ‘ . 10%
N j|— I N300
T T T T T '/ T 1 70% T T T T T '/ T 150%
250 500 750 1000 1250 2500 3000 3500 250 500 750 1000 1250 2500 3000 3500
Wellenzahl [cm] Wellenzahl [cm™]

Abbildung 25: FT-RAMAN-Spektren von Tabletten aus Lac/MCC 1/3 mit verschiedenen SiO»-
Konzentrationen (10% schwarz, 30% rot, 50% blau, 70% griin); die entsprechenden Lac-Banden sind
markiert.

Erste vergleichende Studien zur Tablettierung der beiden Silica-Polymere AE und Aer zeigten
deren kontrires Verhalten auf. Vor allem die verschiedenen Porenstrukturen bedingten
verschiedene Interaktionsmoglichkeiten des Polymers mit der Tablettenmatrix, die zunichst
Parameter wie Bruchfestigkeit und Zerfallsverhalten bestimmten und mittels RAMAN-

Spektroskopie sichtbar gemacht werden konnten.

1.3.3 Tablettierung ibuprofenbeladener Aerogele

Basierend auf den Untersuchungen zur Tablettierbarkeit von unbeladenen AE, wurden mit
AEIbu erstmalig arzneistoffbeladene Aerogele tablettiert und die entstandenen Tabletten

charakterisiert.

1.3.3.1 MCC als Hilfsstoff

Tabletten auf MCC-Basis mit AEIbu oder kristallinem Ibuprofen wurden hergestellt, um den
Einfluss der Lagerungsbedingungen zu untersuchen. Dafiir wurden zu MCC 40% oder 70% der

folgenden Substanzen oder Mischungen zugegeben:

56



ERGEBNISSE UND DISKUSSION: Charaktetisicrung arzneistoffbeladener Aerogele in pharmazeutischen Zubereitungen

1) AEIbu (Beladung 13%),

2) AElbu (Beladung 31%),

3) AE + kristallines Ibuprofen (entsprechend 31% Ibu),

4) Aer + kristallines Ibuprofen (entsprechend 31% Ibu).
Tablettenmasse (n = 3), Bruchfestigkeit (n=1), Zerfallszeit (n=3) und Freisetzung von
Ibuprofen (n = 3) wurden frisch und nach 12-tigiger Lagerung im Exsikkator tiber Blaugel bzw.
bei 57% relativer Feuchte bestimmt. Parallel dazu wurden RAMAN-Spektren der Tabletten
aufgenommen. Die graphische Darstellung der Ergebnisse von Tablettenmasse, Bruchfestigkeit

und Zerfallszeit befindet sich in Abbildung 26.
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Abbildung 26: Tabletten auf MCC-Basis mit AEIbu (0,04 g cm3, 31% bzw. 13%), AE+Ibu und Aer+Ibu:
Tablettenmasse (A, n = 3)), Bruchfestigkeit (B, n = 1) und Zerfallszeit (C, n = 3) in Abhingigkeit von der
Lagerung: direkt nach Tablettierung (schwarz) sowie nach 12-tigiger Lagerung bei 57% rel. Feuchte (blau)
oder iiber Blaugel im Exsikkator (rot).

Unter Berticksichtigung der geringen Probenzahl war keine Beeinflussung der Bruchfestigkeit
durch die Lagerung zu erkennen. Art und Menge des SiO,-Polymers wirkten sich auf
Tablettenhirte und Zerfallszeit aus. Mit steigendem AE-Gehalt wurden die Tabletten hirter und
die Zerfallszeit nahm zu. Demgegeniiber waren Tabletten mit 70% Aer + Ibuprofen nicht mehr

herstellbar. Die Komprimate zerfielen beim Ausstol3 aus der Matrize.
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Das Tablettengewicht dnderte sich in Abhingigkeit von den ILagerungsbedingungen. Durch
Lagerung bei 57% rel. Feuchte nahm die Tablettenmasse aller Proben signifikant zu (p < 0,01).
Dies ist auf eine Aufnahme der Umgebungsfeuchte zurtickzufithren. Bei Tabletten, die im
Exsiccator lagerten, war hingegen durch Trocknungsprozesse nur eine geringfiigige bzw. keine

Gewichtsabnahme zu verzeichnen.

FT-RAMAN-Spektroskopie

RAMAN-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass unterkithlte Schmelzen, wie sie fir
kristallines Ibuprofen beim Tablettieren in der Literatur beschrieben sind [184], nicht auftraten.
Die RAMAN-Spektren der Tabletten (AE+Ibu, Aer+Ibu) zeigten eindeutig den kristallinen
Zustand des Ibuprofens (Abbildung 27).
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Abbildung 27: FT-RAMAN-Spektren verschiedener Tabletten aus MCC mit AEIbu, AE+Ibu oder Aer+Ibu
sowie als Referenz geschmolzenes und kristallines Ibuprofen (Ibw, Ibus). Die Tabletten enthielten 40%
oder 70% SiOz-Polymer + Arzneistoff. Dies wird durch abnehmende Farbintensititen (40% dunkel, 70%
hell) dargestellt. Banden, die den physikalischen Zustand von Ibuprofen charakterisieren, sind markiert.

Im Gegensatz dazu waren die Ibuprofenbanden der AE-haltigen Tabletten amorphem Ibuprofen
zuzuordnen. Durch Tablettierung und anschlieSende Lagerung wurde der physikalische Zustand
des Ibuprofens im Vergleich zur Ausgangssituation nicht verindert.

Auch in den Tablettiermischungen selbst war Ibuprofen kristallin, wenn es als Aer+Ibu einge-
arbeitet wurde, und amorph im Fall der verwendeten AEIbu. Die Ibuprofenbanden der Tabletten
mit AE+Ibu lieBen sich amorphem Ibuprofen zuordnen. Dies zeichnete sich bereits in den -
stark verrauschten - Spektren der Tablettiermischungen ab. Ein Schmelzen des Ibuprofens war
unter den Mischungsbedingungen ausgeschlossen, auch wenn Ibuprofen einen sehr tiefen
Schmelzpunkt aufweist. Ursache fir die Bandenverschiebungen waren in Interaktion zwischen
AE und Arzneistoff, zumal die Freisetzungskurven den typischen Verlauf kristalliner Arzneistoffe

erkennen lieB3en.
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Keine Unterschiede gab es in den Spektren hinsichtlich der Tablettenseite. Die Spektren der
Oberfliche, Unterseite und Bruchfliche waren identisch, wobei die Intensitit der Spektren der

Bruchfliche meist hoher wat.

Freisetzungsexperimente

Freisetzungsexperimente zeigten keine Unterschiede hinsichtlich der ILagerungsbedingungen
(Anhang: Tabelle 34). Als Beispiel sind in Abbildung 28 die Freisetzungen nach Lagerung bei
57% rel. Feuchte dargestellt. Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass der Aerogeleffekt nicht
durch die Lagerung bei erhohter Feuchte vorzeitig provoziert wurde und die verbesserte
Freisetzung des Ibuprofens aus AEIbu unbeeinflusst blieb. Die Streuungen der Ergebnisse
konnen durch Inhomogenititen der Probenkollektive oder messtechnische Probleme entstanden

sein.

60

50

40%

407 % + AElbu, 13%

1
E §§ sf=t = : H +  AElbu, 31%
S @ﬁ%ﬁ*ff CppdibE ook
20 %{IIL ﬁn“‘“‘a ﬁ%%% $ % } { { { E @ AEIbU, 13%
10 : T ﬁ%ﬁﬁﬁ i ﬁabll;,uu%
'; Eﬁ sssoooesgogesid £ F 33 s = =
0_-(')_| | jjw 200 300 400

t [min]

Abbildung 28: Freisetzung von Ibuprofen aus Tabletten auf MCC-Basis mit 40% (geschlossene Symbole)
oder 70% (offene Symbole) AEIbu, AE+Ibu oder Aer+Ibu nach 12-tigiger Lagerung bei 57% rel. Feuchte,
n=3.

Die Freisetzung der Proben mit 40% AEIbu (31% Beladung) war am gréf3ten. Tabletten mit 70%
AEIbu (31% Beladung) bzw. 40% oder 70% AFEIbu (13% Beladung) zeigten ihnliche
Ergebnisse. Der Austausch von AEIbu gegen unbeladenes AE und kristallines Ibuprofen in
entsprechender Konzentration fithrte zu einer rapiden Verringerung der freigesetzten
Ibuprofenmenge, was sich aus den kristallinen Zustand des Arzneistoffs und damit seiner
schlechterer Loslichkeit im Vergleich mit dem amorphen Ibuprofen des AEIbu ergab. Auffallig
war die gute Freisetzung der Tabletten mit Aer+Ibu. Diese Tabletten wiesen im Gegensatz zu
den aerogelhaltigen Tabletten eine geringere Festigkeit auf und zerfielen bei Mediumkontakt
sofort, so dass dies als Hauptursache fiir die gute Freisetzung anzufihren ist.

Ahnliches spiegelte sich auch im Parameter AUC wieder, wobei eine deutliche Verringerung der

AUC bei den Tabletten mit dem hoheren AE/AEIbu-Gehalt festzustellen war (Anhang: Tabelle
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34). Die ABC war fiir die Proben mit AEIbu am gréB3ten. Die Proben mit kristallinem Ibuprofen
wiesen eine deutlich geringere ABC auf. Die MDT dient als Parameter fir die mittlere Verweilzeit
des Arzneistoffs in der Arzneiform. Die geringste MDT war bei den sehr labilen Presslingen mit

Aer+Ibu zu beobachten, was durch den schnellen Zerfall der Tabletten begtinstigt wurde.

1.3.3.2 Lactose-MCC-Mischungen als Hilfsstoff

Im Folgenden wurden Tabletten auf der Basis von Lac und MCC im Mischungsverhiltnis 1/3
untersucht. Diese Mischung wurde anhand der Voruntersuchungen mit unbeladenem AE
(Kapitel D 1.3.2) ausgewihlt. Hinzugefligt wurden steigende AE-Ibu-Konzentrationen als
1) 40%, 50% oder 60% AEIbu (Beladung 34% oder 42%),
2) 40%, 50% oder 60% AE + kristallines Ibuprofen, dem Verhiltnis zwischen AE und
Ibuprofen wurde die Beladung des AEIbu mit 42% zugrunde gelegt,
3) 40% AEIbu (Beladung 34%) und Zugabe von kristallinem Ibuprofen a 25 mg, 50 mg
oder 75 mg pro Tablette.
Tabletten mit Aer+ kristallines Ibuprofen waren unter den gegebenen Bedingungen (u.a.
konstante Einstellungen der Presskraft) nicht reproduzierbar herzustellen. Die Tabletten zerfielen

beim Ausstof3 aus der Matrize.

FT-RAMAN-Spektroskopie

Die Ergebnisse der RAMAN-spektroskopischen Untersuchungen sind in Abbildung 29
dargestellt und waren analog zu den MCC-Tabletten: AEIbu und AE+Ibu zeigten deutliche
Banden, die amorphen Ibuprofen zuzuordnen waren. Ein Jahr nach Herstellung und Lagerung
bei Raumtemperatur konnten fiir AEIbu und AE+Ibu weiterhin keine kristallinen Zustinde
nachgewiesen werden. Auch nach 18-monatiger Lagerung blieb der amorphe Zustand des
Ibuprofens in Tabletten mit AEIbu erhalten, wohingegen die Tabletten mit AE+Ibu RAMAN-
Banden zeigten, die fiir den kristallinen Arzneistoff charakteristisch sind. Nach Zumischung

kristallinen Ibuprofens zu AEIbu traten Banden kristallinen und amorphen Ibuprofens auf.
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Abbildung 29: FT-RAMAN-Spektren verschiedener Tabletten aus Lac/MCC 1/3 mit AEIbu, AE+Ibu
(40%, 50%, 60% = abnehmende Fatbintensitit) oder 40% AEIbu+Ibu (25 mg/50 mg/75 mg; abnehmende
Farbintensitit); als Vergleich sind die Spektren kristallinen und geschmolzenen Ibuprofens abgebildet und
die Banden, die mit dem physikalischen Zustand korrelieren, hervorgehoben.

Freisetzungsexperimente

Abbildung 30 zeigt exemplarisch die Ergebnisse einiger Freisetzungsexperimente dieser

Probenreihen. Die entsprechenden Parameter (AUC, ABC, MDT) sind im Anhang in Tabelle 35

zusammengestellt.
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Abbildung 30: Freisetzung von Ibuprofen aus Tabletten (Lac/MCC 1/3) mit AEIbu (Beladung 32%
Ibuprofen, geschlossene Symbole), AE+Ibu (offene Symbole) unterschiedlicher Konzentration oder 40%
AEIbu + kristallines Ibuprofen (25/50/75 mg pro Tablette), n = 3.

Als erstes fillt in den Freisetzungskurven auf, dass bei Verwendung von AEIbu deutlich hohere
Freisetzungen resultierten als bei den Proben mit kristallinem Ibuprofen. Aerogeleffekt und
amorpher Zustand des Ibuprofens der Aerogele beglinstigten die Arzneistofffreisetzung. Der
Vergleich, der mit AEIbu-haltigen Tabletten erreichten Ibuprofenkonzentrationen mit der
Loslichkeit kristallinen Ibuprofens im Medium (ca. 20 mg 1", Abbildung 19), fiihrte zum dem
Schluss, dass deutlich Gbersattigte Losungen entstanden sind, die im beobachteten Zeitraum

stabil waren.
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Tabletten mit 40% und 50% AElbu zeigten eine sofortige Ibuprofenfreisetzung, wohingegen
Tabletten mit 60% AEIbu verzégert und leicht biphasisch freisetzten. Da alle Tabletten innerhalb
der gleichen Zeiten zerfielen und gleiche Bruchfestigkeiten aufwiesen, waren andere
Mechanismen zu diskutieren. Der Zerfall aerogelhaltiger Tabletten war durch pilzartiges Auf- und
Auseinderbrechen entlang horizontaler Bruchlinien gekennzeichnet. Dieses Zerfallsmuster wurde
in der Literatur [183] fur Tabletten aus lipophilen Matrices beschrieben. Wechselwirkungen
zwischen den Silanolgruppen des AE und Alkoholgruppen der MCC oder auch Lac fihrten zu
einer lipophilen Struktur der Tabletten. Eine verzogerte Arzneistofffreisetzung wurde durch den
Aerogeleffekt und die Abgabe des adsorbierten Ibuprofens auf molekulardisperser Ebene
tberkompensiert. Der aufgewandte Druck bei der Tablettierung zerstorte vor allem grof3e Poren,
kleinere Poren blieben unversehrt. Die fiir den Aerogeleffekt verantwortlichen Kapillarkrafte sind
umso hoher, je kleiner die Poren sind, d.h. der Aerogeleffekt wurde durch die Kompression nicht
beeintrichtigt. Eine biphasische Freisetzung, wie sie sich bei den Tabletten mit dem héchsten
Aerogelgehalt andeutete, liel3 sich folgendermallen erkliren: Zunichst erfolgte die Freisetzung
aufgrund des Aerogeleffekts von der Oberfliche der Tablette und ihrer Bruchstiicke her. Der
hohe Aerogelgehalt fiihrte zu einer lipophileren Oberfliche im Vergleich zu Tabletten mit
weniger Aerogel, so dass die Freisetzung etwas verzogert wurde. Gleichzeitig kollabierten die
Aerogelpartikel in der Tablette durch die auftretenden Kapillarkrifte und es entstanden
porenihnliche Defekte, die das Eindringen weiteren Mediums in die Tablette erleichterten.

Die entsprechenden Tabletten, hergestellt aus AE+Ibu in denselben Konzentrationen, wiesen
eine fur kristalline Arzneistoffe typische Freisetzungskinetik einschlieBlich einer Verzégerungszeit
von ca. 50 min auf.

Eine letzte Probenreihe kombinierte AEIbu und kristallines Ibuprofen. Dabei wurde zu einem
konstanten AEIbu-Gehalt (40%) kristallines Ibuprofen zu 25 mg, 50 mg oder 75 mg je Tablette
hinzugegeben. Die Freisetzungskurven dieser Proben liegen zwischen denen der AEIbu und
AE+Ibu. Im Anfangsbereich erfolgte eine sofortige Ibuprofen-Freisetzung aus dem
Aerogelanteil. Im Endbereich bestimmt das kristalline Ibuprofen den Verlauf (z.B. geringere
Endkonzentration, langsamer finaler Anstieg/kein Gleichgewichtszustand aufgrund des noch
nicht gelosten kristallinen Ibuprofens). Im Vergleich zu AEIbu wurden keine tbersittigten

Losungen beobachtet.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Freisetzung von Ibuprofen durch Verwendung von AEIbu
oder AEIbu+Ibu gesteuert werden kann: AEIbu-haltige Tabletten eignen sich fir schnell-
freisetzende Tabletten. Neben der Freisetzungsgeschwindkeit war die freigesetze Arzneistoff-

menge dieser Tabletten im Vergleich zu Tabletten mit AE+Ibu deutlich erh6ht, so dass durch die
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Entstehung ubersattigter Losungen die Bioverfiigbarkeit des adsorbierten Ibuprofens erhoht
werden konnte. Mit AEIbu+Ibu wurden Tabletten erhalten, die zu Beginn der Freisetzung das
schnelle Anfluten des Wirkstoffs durch das AEIbu gewihrleisteten und in der Folge von der
langsamen Abgabe des Arzneistoffs durch das Auflésen des kristallinen Anteils bestimmt

wurden.

1.3.4  Tablettierung nifedipinbeladener Aerogele

Nifedipin wurde als zweiter Modellarzneistoff ausgewihlt, um die erzielten Ergebnisse der
Tablettierbarkeit und Freisetzungseigenschaften zu priufen. Tabletten aus Lac/MCC 1/3 und
AENIif, AE + kristallines Nifedipin, AENif + kristallines Nifedipin wurden hergestellt.
Bruchfestigkeit, Zerfallszeit und Freisetzung in Puffer dienten als kennzeichnende Parameter.
RAMAN-Spekroskopie war nicht méglich, da die Absorption des anregenden Laserlicht durch
den gelb gefirbten Arzneistoff zum Verkohlen der Proben fiihrte.

Die Bruchfestigkeit der Tabletten war unabhingig vom Aerogelgehalt. Die Zerfallszeit nahm mit
steigendem Aerogelgehalt zu (Abbildung 31). Die Zugabe von kristallinem Nifedipin zu AENif
fihrte zu keiner Veridnderung dieser Parameter. Tabletten mit AE+Nif zerfielen langsamer als die

AENif-haltigen Tabletten.
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Abbildung 31: Bruchfestigkeit und Zerfallszeit von Tabletten aus AENIif (schwarz), AE+Nif (rot) und
AENIif+Nif (blau: 40% AENIf + 25 mg Nif pro Tablette, grin: 30% AENIf + 50 mg Nif pro Tablette) mit
Lac/MCC1/3,n=3.

Abbildung 32 zeigt die Nifedipinfreisetzung aus verschiedenen Tabletten in Puffer pH 7. Im
Vergleich zu Ibuprofen zeigte kristallines Nifedipin eine wesentlich kirzere Verzogerungszeit
von 5 - 10 min. Wie bereits bei AEIbu konnte die Freisetzung durch Verwendung von AENIf im
Vergleich zum kristallinen Arzneistoff beschleunigt und gesteigert werden. Dabei kam es zu
konzentrationsabhiangigen Unterschieden. Tabletten mit 50% und 60% AENIf zeigten bei
unverinderter Harte lingere Zerfallszeiten und eine geringere Freisetzung als Tabletten mit 40%

AENIif. Selbiges Gesamtbild zeigte sich auch fir die Tabletten mit AE+Nif. Fir AENif+Nif
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wurde wiederum eine Mischung aus den Kinetiken von AENIif und AE+Nif beobachtet. Zu
Beginn war der Einfluss des AENif prigend, so dass die Freisetzung sofort bei Mediumkontakt
einsetzte. Im weiteren Verlauf flachte die Freisetzungskurve ab und der kristalline Anteil

bestimmte die Freisetzungsgeschwindigkeit.
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Abbildung 32: Freisetzung von Nifedipin aus verschiedenen Tabletten (Lac/MCC 1/3) mit AENIf
(geschlossene Symbole) AE+Nif (offene Symbole) oder AENif+Nif in Puffer, n = 3.

Diese Ergebnisse wurden auch durch die Parameter AUC, ABC und MDT (Anhang: Tabelle 36)
beschrieben. AUC und c,g,,,, nahmen bei Erhéhung des AENif-Anteils ab. Ebenso stiegen ABC
und MDT an. Der Arzneistoff verweilte linger in der Tablette. Bei AE+Nif nahmen AUC, ABC
und ¢,s,,;,, mit zunechmendem Gehalt ab. Die MDT hingegen war konstant. Nifedipinloslichkeit
und Auflésungsgeschwindigkeit limitierten in diesem Fall die Freisetzung. Tablettenhirte und
Zerfallszeit spielten eine untergeordnete Rolle.

Generell war festzustellen, dass Nifedipin, welches als schwierig zu tablettieren gilt, durch den

Einsatz von AENif gut zu Tabletten verarbeitet werden konnte.

Die Tablettierung von arzneistoffbeladenen hydrophilen Silica-Aerogelen war moglich. Als
geeignete Hilfsstoffmischung erwies sich die Kombination von Lac mit MCC im Verhaltnis 1/3.

Die Tablettiereigenschaften der AE selbst waren kontrir gegeniiber denen des Aerosils”. Dies
war vor allem auf die offenporige Struktur der AE zuriickzufithren, die sich besser komprimieren
lie als die Aer-Kugeln. Tabletten mit zunehmendem Aerogelgehalt wurden immer fester,
wohingegen die Aer-haltigen dquivalenten Mischungen sich nicht ohne weitere Verdnderungen
der Parameter und Hilfsstoffmischung tablettieren lieBen. Bei gleicher Bruchfestigkeit zerfielen
AE-haltige Tabletten mit zunehmender Aerogelkonzentration langsamer. Der Zerfall war
gekennzeichnet durch das Auseinanderbrechen entlang horizontaler Bruchlinien, die gleichmaf3ig
Uber die Tabletten verteilt waren. Die Benetzbarkeit der Tabletten nahm ab; sie wurden
hydrophober, da die Hilfsstoffmolekiile zwischen den Aerogelpartikeln passgenau Platz gefunden

haben. Freie Silanolgruppen interagierten zudem mit den funktionellen Gruppen von Lac
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und/oder MCC, wie die RAMAN-Spektren zeigten. Des Weiteren wurde tber die Ausbildung
weiterer Siloxanbindungen durch Kompression bereits in der Literatur berichtet [185], so dass die
Anzahl freier Silanolgruppen weiter reduziert wurde. Demgegeniiber blieb der Aerogeleffekt
bestehen. Wie mehrfach beschrieben wurde, kollabieren bei isostatischer Druckanwendung vor
allem die groBen Poren der AE [186-196]. Die kleinen Poren bleiben weitestgehend
unbeeinflusst, so dass die den Aerogeleffekt bedingenden Kapillarkrifte beim Kontakt mit
Flussigkeiten weiterhin auftreten und zum Kollabieren der Aerogelmatrix fihren. Die
adsorbierten, amorph vorliegenden Arzneistoffe werden aus der Matrix gedringt und
molekulardispers an das umgebende Medium abgegeben. Dies fiihrte zur Verbesserung der
Léslichkeit der Arzneistoffe und zur Erh6hung der Losungsgeschwindigkeit. Typisch dafir
waren die sofortige Freisetzung des Arzneistoffs und die Ausbildung tibersittigter Losungen bei
Verwendung von arzneistoffbeladenen AE. Dies war umso bemerkenswerter, da die Tabletten
durch die groBBere Hydrophobizitit schlechter benetzt wurden und damit die Arzneistofffreigabe
normalerweise verzogert werden sollte. Zudem schrumpfen die Aerogelpartikel, wenn die Matrix
durch den Aerogeleffekt kollabiert. Dadurch entstehen porenihnliche Hohlriume in den
Tabletten, die das Eindringen des Mediums beglinstigen.

Tabletten mit AE+Arzneistoff zeigten das fir kristalline Arzneistoffe typische Auflésungs-
verhalten mit einer zu Beginn auftretenden Verzégerungszeit, die das Auflosen des Arzneistoffs
charakterisiert. Die Kombination aus arzneistoffbeladenem Aerogel und kristallinem Arzneistoff
fihrte zu Mischkinetiken, deren Anfangsbereich durch die schlagartige Abgabe von Arzneistoff
aus dem AE gekennzeichnet war und deren Endbereich von der Kinetik des kristallinen Anteils
bestimmt wurde. Der physikalische Zustand des Arzneistoffs determinierte die Verldufe der
Freisetzungskurven.

Arzneistoffbeladene AE bieten sich daher vor allem zur Herstellung (initial) schnell-freisetzender

Tabletten mit schlecht (wasser-)loslichen  Arzneistoffen an, da Loslichkeit und

3
Lésungsgeschwindigkeit des Arzneistoffs erhoht werden und dadurch die Bioverfiigbarkeit
verbessert werden kann. Durch den Zusatz von kristallinem  Arzneistoff zum
arzneistoffbeladenem Aerogel kann die Freisetzung tber einen lingeren Zeitraum beeinflusst

werden.
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1.4 Halbfeste Arzneiformen

Neben den in Kapitel C 1.3 beschriebenen festen Arzneiformen, wurden halbfeste aerogelhaltige
Formulierungen entwickelt und charakterisiert, um weitere Verwendungsmoglichkeiten von

arzneistoffbeladenen Aerogelen aufzuzeigen und zu untersuchen.

1.4.1 Freisetzung von Ibuprofen in verschiedene Grundlagen

Freisetzungsstudien zur Abgabe von Ibuprofen aus AEIbu in verschiedene halbfeste Grundlagen
wurden in Analogie zu den Studien mit Dithranol [2] durchgefiihrt. Hintergrund dieser
Untersuchungen war, dass im Rahmen der Penetration in die Haut nur der frei in der Grundlage
vorkommende Arzneistoff fiir eine spitere Liberation aus dem Vehikel zur Verfiigung steht [45].

Die jeweilige Grundlage wurde auf einen ATR-Kristall aufgetragen und AEIbu oder der
kristalline ~ Arzneistoff ~als  Donator aufgegeben. Zur Auswertung dienten die
Carbonylschwingungsmodi des Ibuprofens bei 1512 cm’ und 1720 cm”. Folgende
Bandengrenzen wurden gewihlt: 1502 - 1523 cm™, 1713 - 1757 cm™', 1691 - 1717 cm™ und 1691 -
1775 cm”, wobei 1691 -1717 cm” fiir die Ausbildung des Carbonsiuredimeren iiber
Wasserstoffbriickenbindungen charakteristisch ist [135]. Es erfolgte keine Kalibrierung der
Systeme, so dass die semiquantitative Auswertung allein auf der Zunahme der Bandenintensititen

beruhte. Um Vergleichbarkeit zu gewihren, wurden alle Spektren der gleichen Prozedur

unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Parameter der Freisetzungsexperimente von AEIbus (0,04 g cm3, 36% Beladung) und Ibu, in
verschiedene Vehikel anhand der Ibuprofenbande 1713 - 1757 cm™ nach 300 min; Al und [T, wurden

durch logistischen Kurvenfit bestimmt.

n AUC AUCorm MDT Aar m g
[a.u. min] [min] [min] Ja.n.] o
[a.u. min']
PA-Gel 2 1408 £393 213136 90 + 32 0,637 £ 0,32 4,82 £ 2,69
GC 2 440£062 244 10,9 57+ 0,9 2,33 £ 0,08 9,65 £ 2,62
PEG-DAC 2 88%28 143 £ 7,7 158 £ 7,7 0,071 £ 0,001 0,34 £ 0,17
PEG-NRF 1 27 271 31 0,106 5,33
HSw, 50% H20 2 76%51 165 £ 0,7 125 £ 8,2 0,031 + 0,01 0,13 £ 0,09
HSw, 70% H20 1 9,4 235 95 0,734 0,042
UcC 1 8,1 182 118 0,053 0,19
UCw, AEIbu 2 41%19 121 £ 13 176 + 12 0,067 0,17
UCw, Ibu 3 2240001 107£0,01 194£0,01 0,045%0,0002 0,061 = 0,04
Basiscreme DAC 2 110+ 34 238 84 0,048 0,21

Die eingesetzten Cremegrundlagen (Wasserhaltige Hydrophile Salbe DAB (HSw), Wasserhaltige
Unguentum cordes” (UCw), Basiscreme DAC) zeigten zeitabhingig Phasenseparation und
Wasseraustritt. Dies war vor allem bei wasserhaltiger Unguentum cordes”® zu beobachten. Hier

wurde neben AEIbu auch kristallines S-Ibuprofen aufgetragen (UCw, Ibu), bei welchem dieser
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Effekt noch deutlicher ausgepragt war. Die grenzflichenaktiven Eigenschaften des Arzneistoffs
lassen sich anhand der Struktur erkliren: eine hydrophile Kopfgruppe ist in der Carbonsdure
gegeben, der aromatische Rest stellt den lipophilen Molekdilteil dar [Tabelle 2]. Daraus ergibt sich
eine emulgatoranaloge Struktur. Fir die geringere Grenzflichenaktivitit der AEIbu koénnen
verschiedene Ursachen diskutiert werden. AE kénnen durch die Silanolgruppen an der
Oberfliche Wasser binden, so dass weniger freies Wasser zur Verfliigung stand oder austretendes
Wasser gebunden wurde. Des Weiteren erfuhr die Zubereitung bei Verwendung der AEIbu einen
grofleren Feststoffeintrag und damit eine stirkere Konsistenzerh6hung. Da durch
Viskositatserhohung die Koaleszenz von Emulsionstropfchen verhindert werden kann [197], sind
Quasiemulgator-dhnliche Wirkungen auf die Zubereitung denkbar. Nicht zuletzt war die lokale
Konzentration bei Verwendung von kristallinem Ibuprofen wesentlich héher als bei Verwendung
von AEIbu, das aufgrund des gréleren Volumens und der besseren Rieselfihigkeit gleichmil3iger
auf dem Akzeptor verteilt werden konnte.

Die Liberation von Ibuprofen in wasserfreie Absorptionsgrundlagen (Hydrophile Salbe DAB,
Unguentum cordes”) konnte nicht nachgewiesen werden. Bei den PEG-Salben traten abhingig
von deren Zusammensetzung Unterschiede der Ibuprofenfreisetzung auf (Tabelle 15). Die
Rezeptur des DAC (PEG-DAC) bestand aus einer Mischung von PEG 400 und 1500. Die
hydrophile Salbengrundlage des NRF, bezeichnet als PEG-NRF, enthielt neben den PEG 400,
1000 und 1500 zusitzlich PrG, das ein gutes Losemittel fir viele Arzneistoffe, so auch Ibuprofen,
darstellt.  Damit wurde die Aufnahmekapazitit fir Ibuprofen, wie aus den
Freisetzungsergebnissen ersichtlich ist (Tabelle 15: AUC, Al), erhoht.

In die Gelgrundlagen (Polyacrylatgel PA und Gel cordes” GC, Tabelle 15) wurde Ibuprofen am
besten freigesetzt, wie die groen Werte fiir die AUC und die geringe MDT zeigten. Daher wurde
Gel cordes” fiir weitere Freisetzungs- und nachfolgende Penetrationsuntersuchungen verwendet.
Die Freisetzung aus AEIbu verschiedener Dichte (0,04 gcm” und 0,08 gcm™)  mit
unterschiedlichen Beladungen (12% und 36%) wurde mit kristallinem S-Ibuprofen und
Ibuprofen-Racemat verglichen. Tabelle 16 zeigt die Parameter dieser Experimente. Bei den
kristallinen Feststoffen handelte es sich streng genommen nicht um eine Freisetzung in die
Grundlage, sondern um eine Bestimmung von Loéslichkeit und Losungsgeschwindigkeit. Auffillig
war die unterschiedliche Loslichkeit der beiden Formen, die auch die Diffusion in das Gel
determinierte [198]. Die Loslichkeit von racemischem Ibuprofen im Vehikel, bestimmt als AUC
und Intensititszunahme Al, war um etwa ein Drittel geringer als die von S-Ibuprofen. Die beim
reinen Enantiomer auftretende Aufspaltung der Ibuprofenbande bei 1720 cm™ zeigte, dass dieses
starker dimerisierte als Racemat und AEIbu, die diese charakteristische Bandenaufspaltung nicht

aufwiesen. Die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen zwei Ibuprofen-
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Carbonsauregruppen wurde durch die sterische Anordnung des Racemats erschwert.
Demgegentiber war bei Verwendung AFEIbu, die lokale Konzentration geringer als beim
kristallinen Aquivalent, was die Ausbildung von Wasserstoffenbriicken zwischen zwei Molekiilen
erschwerte. Therapeutisch spielt die Dimerisierung keine Rolle, da es sich nicht um kovalente
Bindungen handelt, sondern relativ lockere Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden,

die ,,bei Bedarf* wieder gelost werden kénnen.

Tabelle 16: Parameter der Freisetzungsexperimente mit Gel cordes® fiir die Ibuprofenbande 1713 - 1757 cm-!

nach 950 min; AI und mo wurden durch logistischen Kurvenfit bestimmt.

n AUC AUCnotm MDT AI rn[ D_O_3
Ja.u. min] [min] [min] Ja.n.] o
[a.u. min’]
Ibu 4 262+*48 738 + 37 211 £ 37 0,41 £ 0,08 0,62 £ 0,31
Ibuyac 5 99 £ 14 807 £ 13 146 + 13 0,12 + 0,02 1,95+ 0,33

3
AEIbu 0,08 gems, 5 304 46 729 + 44 223 + 44 1,24 + 0,01 9,29 + 0,01

36%
3

?6]3/1 bu00dgem? 5 1603+160 833+68 118165  1,99+1050 884+ 332
3

ﬁ];fbu 004gem? 3 9954174 735413 217412 0494037 894+ 0,69

Vergleicht man die Freisetzung aus den verschiedenen AEIbu, so ist erkennbar, dass mit
zunehmender Aerogeldichte (bei gleichem Arzneistoffgehalt) sowie abnehmendem Ibuprofen-
Gehalt die freigesetzte Ibuprofenmenge abnahm. Bei AE hoherer Dichte, hier reprisentiert
durch das AEIbu mit der Dichte von 0,08 g cm”, waren die Kapillarkrifte, die zum Kollabieren
der Struktur beim Kontakt mit Wasser und damit zur Ibuprofenfreisetzung fithrten, geringer und
dadurch wurde der Aerogeleffekt, der die Abgabe des Arzneistoffs beglinstigt, abgeschwicht. Bei
AE gleicher Dichte und unterschiedlicher Beladung war der Aerogeleffekt gleich stark
ausgeprigt, so dass hier die adsorbierte Ibuprofenmenge, die maximal freigesetzt werden konnte,
limitierend wirkte. AEIbu mit einer Dichte von 0,04 g cm™ und einer Beladung von 36% setzte
am meisten und schnellsten frei.

Die Hydrogele wiesen im Vergleich zu den bislang untersuchten Vehikeln einen hdoheren
Wassergehalt auf [2], so dass sich die Frage ergab, ob Wechselwirkungen zwischen dem Wasser
der Grundlage und dem AEIbu in Abhingigkeit von der Dichte des AE beobachtet werden
konnen. Die Auswertung der Flichen der Wasserbande in den Spektren der
Freisetzungsuntersuchungen zeigte keinen Unterschied fir alle verwendeten Donatoren. Im
Laufe der Experimente nahm die Intensitit auf durchschnittlich 90% ihres Ursprungswertes ab.
Das bedeutet, dass bei sehr wasserhaltigen Grundlagen wie Hydrogelen der Einfluss des AE auf
das in der Grundlage vorhandene Wasser gering war. Im Ubrigen konnte die Hydrolyse des AE

unter den gegebenen Bedingungen ausgeschlossen werden. Allein der Aerogeleffekt, d.h. das
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Kollabieren des Gertists, und der amorpher Zustand begiinstigen die Ibuprofenfreisetzung aus
den AFEIbu wund fihrten zur Loslichkeitsverbesserung und zu einer erhohten

Lésungsgeschwindigkeit.

Zusammenfassend erwies sich die Freisetzung von Ibuprofen aus den AEIbu in Hydrogele am
effektivsten. In wasserfreie Absorptionsgrundlagen konnte keine Freisetzung nachgewiesen
werden, wohingegen es bei den wasserhaltigen Analoga zur Phasentrennung aufgrund der
oberflichenaktiven Eigenschaften des Ibuprofens kam. Aerogeldichte und Beladung
beeinflussten die Freisetzung. AEIbu geringerer Dichte setzten den Arzneistoff besser frei als
AEIbu hoher Dichte. Bei gleicher Dichte limitierte die Beladungsmenge die Abgabe an die
Grundlage: hohere Beladungen resultierten in groBeren Freigabemengen. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass alle verwendeten AEIbu nicht maximal beladen waren, da fir AEIbu sehr hoher

Beladung (~70%) beobachtet wurde, dass diese den Arzneistoff verzogert freigeben [3].

1.4.2 Penetration von Ibuprofen in Dodecanol-Collodiummembranen

Im Anschluss an die Freisetzungsstudien wurde die Penetration von Ibuprofen aus verschiedenen
Formulierungen basierend auf Gel cordes® in lipophile Dodecanol-Collodiummembranen
(DCM) untersucht. Der Arzneistoffgehalt betrug entweder 5% kristallines Ibuprofen oder 5%
AEIbu unterschiedlicher Dichte und Beladung (0,04 g cm” und 0,08 g cm?; 12% bzw. 36%
Beladung). Als Fertigarzneimittelreferenz sollte Dolgit® Mikrogel (Dolorgiet GmbH, St.
Augustin/Bonn, Deutschland), ebenfalls ein  Hydrogel auf Poloxamerbasis, in die
Untersuchungen einbezogen werden. Es bildete sich jedoch innerhalb weniger Minuten ein
Flussigkeitsfilm zwischen IRE und Membran, der zum vollstindigen Kontaktverlust der
Membran fihrte. Der Wechsel auf die ATR-Diffusionszelle nach HARTMANN [55] erwies sich
als schwierig, da kein geeignetes Akzeptormedium zur Verfiigung stand. Entweder waren die
Ibuprofenbanden im Akzeptor nicht eindeutig zuzuordnen, oder die Ibuprofenldslichkeit im
Akzeptor war so gering, dass ein weiterer, limitierender Verteilungsschritt entstand, der die
Penetration beeinflusste. So wurden mit DD/Oct als Akzeptor Verzogerungszeiten von fast 24 h
beobachtet.

Durch den beibehaltenen klassischen Aufbau des Penetrationsexperimentes bestand keine
Moéglichkeit der Kalibrierung. Die Auswertung der Spektren erfolgte in Analogie zu den
Freisetzungsexperimenten anhand der Bandenintensitit der Ibuprofenbanden bei 1501 -
1527 cm™ und 1696 - 1763 cm™. Beide Banden fiihrten zu denselben Resultaten. Die Ergebnisse

der Bande von 1696 cm™ bis 1763 cm™ sind in Tabelle 17 zusammengestellt.
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Tabelle 17: Penetration von Ibuprofen aus Gel cordes® in 6%ige DCM, Auswertung der Ibuprofenbande
1696 — 1763 cm™ nach 1,2 h; Al und mo wurden durch logistischen Kurvenfit bestimmt.

n AU C AU Cnotm MD T AI rn[
. . . 0
[a.n. min] [min] [min] [a.n.] [ min]
Tou, 4 238140 666106 5271094 3655077  9,78%539
Tbusec 3 153454 630106 8531015 3714007 1974053
-3
‘;‘61;:/?”“ 0.08gem™ 5 106119 630406 860068 370061 048+ 034
-3
‘;‘61;:/?”“ 0.04gem™ 5 36120 654418 6764162  248+002 943+ 367
-3
‘leifb“ 0,04 gem? 5 533130  e24+18 9754171 077062 016+ 012

Wie die Freisetzung war auch die Penetration des Racemats, insbesondere beschrieben durch die

Parameter MDT und m, , langsamer als die des S-Ibuprofens. Dies lie3 sich auf die

unterschiedliche Loéslichkeit des Ibuprofens in der Grundlage zurtickfithren [198], da nur der
geloste Teil des Arzneistoffs penetrieren kann. Die penetrierte Menge hingegen war vergleichbar
(Tabelle 17: AUC und AI). Bei Verwendung von AEIbu gleicher Dichte mit unterschiedlichem
Ibuprofengehalt war die Penetration abhingig von der Beladung des AEIbu: niedrigere
Beladungen  resultierten in  geringerer Penetration, da die treibende Kraft, die
Konzentrationsdifferenz zwischen Vehikel und Membran, geringer war. Ebenso waren
Unterschiede bei gleichbeladenen AEIbu verschiedener Dichte erkennbar. Mit zunehmender
Aerogeldichte nahm die Penetration ab. Da bereits die Freisetzung von Ibuprofen aus dem

AEIbu mit der Dichte von 0,08 g cm” geringer war (Kapitel D 1.4.1), war hier ebenfalls die

Konzentrationsdifferenz geringer. Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse beider
Experimente in Abbildung 33 graphisch gegeniibergestellt.
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Abbildung 33: Intensitit der Ibuprofenbande bezogen auf die applizierte Ibuprofendosis in Abhingigkeit
von der Zeit; links: Freisetzung von Ibuprofen in Gel cordes®, rechts: Penetration von Ibuprofen aus Gel
cordes® in DCM. Die Standardabweichungen sind der Ubersicht halber nicht angegeben und Tabelle 17 zu
entnehmen.
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Bei Berticksichtigung der Einwaagen an Arzneistoff in den Hydrogelen - 5% bei Ibuprofen und
etwa 1,5% bei AEIbu - zeigten die aerogelhaltigen Formulierungen eine bessere dermale
Verfiigbarkeit, da mit deutlich geringerer Arzneistoffkonzentration deutlich héhere Penetrationen

erzielt werden konnten.

Wie bereits fir AEDT und wasserfreie Grundlagen in vorausgegangenen Studien gezeigt werden
konnte [2], fuhrten auch in Hydrogel-Grundlagen arzneistoffbeladene AE zu einer deutlichen
Verbesserung der Penetration des Arzneistoffs und damit zu einer erh6hten der Bioverfigbarkeit.
Im Vergleich zu den kristallin eingearbeiteten Arzneistoffen forderte der amorphe Zustand des
adsorbierten Arzneistoffs zusammen mit dem Aerogeleffekt die Entstehung konzentrierter
Ibuprofenlésungen, die wiederum die Penetration begiinstigten. Bei AEIbu geringerer Dichte
traten starkere Kapillarkrifte auf, wenn sie in Kontakt mit der wissrigen Grundlage traten, die zu
einem stirkeren Finfluss des Aerogeleffekts auf die Arzneistoffliberation in das Vehikel fihrten
als bei AEIbu hoherer Dichte, so dass mehr adsorbiertes Ibuprofen freigesetzt wurde. Die in den
Freisetzungexperimenten beobachtete verstirkt auftretende Dimerisierung des S-Ibuprofens
behinderte dessen Penetration nicht. Die geringer Loslichkeit des Racemats hingegen fithrte zu
einer Verlangsamung der Penetration, da der treibende Konzentrationsgradient kleiner war. Die
Unterschiede zwischen S-Ibuprofen und Racemat beztiglich der Penetration in die DCM sind
insofern von Bedeutung, als dass dies die Notwendigkeit, S-Ibuprofen fir die dermale
Applikation einzusetzen, bestarkt, zumal in der Haut die Isomerisierung des R-Enantiomers nicht

stattfindet [59].

1.4.3 Penetration von Dithranol in humanes Stratrum corneum

Mit dem Arzneistoff Dithranol wurden bereits Freisetzungs- und Penetrationsexperimente
durchgefiihrt, die gezeigt haben, dass durch Verwendung von AEDT in modifizierter
Hydrophiler Salbe eine Verbesserung der Penetrationseigenschaften dieses Problemarzneistotfs
im Vergleich zum Standard Dithranolvaselin erzielt werden kann [2]. Diese Ergebnisse galt es
durch Penetrationsstudien an humanem SC zu erginzen und zu prifen.

Zunichst musste das bestehende Messsystem der ATR-Diffusionszelle [55] dem Einsatz von
humanem SC und halbfesten Vehikeln als Donator angepasst werden. Zum einen wurde der
Durchmesser des IRE aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit der nativen Membran verkleinert
und eine Teflondiffusionszelle entwickelt. Zum anderen musste der bislang eingesetzte wissrige
Akzeptor ersetzt werden. Auf die Hintergriinde wird spiter eingegangen. Daher wurden
verschiedene Akzeptormedien getestet. Fine Zwischenstufe der Methodenentwicklung stellten

dabei Experimente mit einer hydrophilen Dialysemembran (Nephrophan®) und einem PEG-
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haltigen Akzeptor dar. Im Anhang in Abbildung 62 befindet sich eine graphische
Zusammenfassung der Ergebnisse, aus der deutlich ersichtlich ist, dass auch bei der Penetration
in eine hydrophile Modellmembran durch Verwendung von AEDT in modifizierter Hydrophiler
Salbe eine Verbesserung erzielt werden kann. Dithranol-Macrogolsalbe NRF 11.53 zeigte von
allen getesteten Formulierungen die geringste Penetration. Dies war nicht unerwartet, da es sich
im Gegensatz zu den anderen Vehikeln um eine klassiche Losungssalbe handelte. Zudem waren
Donator und Akzpetormedium dquivalent, so dass die Penetration allein von der Diffusion des
Dithranols in PEG bestimmt wurde. FEine weitergehende Interpretation der Daten findet sich in
[2] und [35]

Alle Vorstudien fithrten zu dem Schluss, dass das Akzeptormedium in Abhingigkeit der
Membraneigenschaften ausgewihlt werden sollte. Fiir die hydrophile Nephrophan®-Membran
erwies sich ein hydrophiler Akzeptor, bestehend aus einer Mischung von PEG 400 mit 1%
Salicylsdure als Stabilisator, als geeignet. Demgegentiiber ist humanes SC wesentlich lipophiler als
diese Modellmembran, und so fiihrten die starken hygroskopischen Eigenschaften des PEG 400
zum Austrocknen des SC. Des Weiteren unterdriicken PEGs oft die IR-Banden darin geloster
Stoffe. Mit wassergesittigtem Dodecanol-Octanol (DDw) wurde ein Akzeptormedium etabliert,
das dahnliche Verteilungseigenschaften wie das SC aufweist [80] und dieses nicht dehydratisiert.
Damit konnten Akzeptormedium und SC als ein Kompartiment aufgefasst werden, ohne einen
weiteren, die Penetration beeinflussenden Verteilungsschritt berticksichtigen zu miussen. Ein
weiterer Vorteil des gewihlten Akzeptors war dessen geringe Anzahl von IR-Banden, die zudem
wihrend der Experimente nahezu unveridndert blieben. Alternativ kénnte in Analogie zu den
Verteilungsstudien von SURBER er a4/ [80] wassergesittigtes IPM als Akzeptor verwendet
werden. Dessen intensive und zahlreiche IR-Banden wurden aber wihrend der Experimente
durch Banden penetrierender Stoffe iiberlagert, so dass Zuordnung und Integration erschwert
waren.

Modifizierte Hydrophile Salbe mit AEDT und Dithranolvaselin wurden vergleichend untersucht.
Erstere zeigte in den Penetrationsexperimenten in humanes SC einen grofleren Flux und
erreichte schneller den Gleichgewichtszustand als Dithranolvaselin (Abbildung 34, Tabelle 18).
Auch die Endkonzentration im Akzeptor war hoher. Die grolen Unterschiede in der
Verzégerungszeit zu Beginn der einzelnen Experimente konnen auf Unterschiede in der SC-
Dicke zuriickgefihrt werden, da die Diffusion durch Membranen dem ersten FICKschen

Diffusionsgesetz unterliegt.
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Abbildung 34: Exemplarische Darstellung der Dithranolkonzentration im Akzeptor als % der applizierten
Dosis in Abhingigkeit von der Penetrationszeit; Dithranolvaselin sowie AEDT in modifizierter
Hydrophiler Salbe dienten als Donator.

Tabelle 18: Charakteristische Parameter der Penetration von Dithranol in humanes SC aus verschiedenen
Vehikeln, n = 4.

. . AEDT in
DT in Vaselin modifizierter Hydrophiler Salbe
Flux [g m?2 h'] 0,49 + 0,05 0,61 + 0,08
Verzégerungszeit [h] 47 £ 3,1 44 + 22
c1 [mg ml] 25110 36 £19

Anhand unterschiedlicher Versuchsansitze (Freisetzung, Penetration) konnte gezeigt werden,
dass durch die Verwendung von AEDT in einem geeigneten Vehikel eine bessere dermale
Verfugbarkeit fir diesen Problemarzneistoff gegeniiber dem Standard erzielt werden kann.
Freisetzungsexperimente fithrten zunichst zu einer Modifizierung der Hydrophilen Salbe DAB,
bei der 10 Teile Vaselin durch flussiges Paraffins ersetzt wurden. Penetrationsstudien an
lipophilen und hydrophilen Modellmembranen belegten den Vorteil, der sich aus der
Verwendung des AEDT ergab. AbschlieBende Experimente mit humanem SC und ausgewihlten

Vehikeln bestatigten die zuvor erhaltenen Ergebnisse.

1.4.4 Charakterisierung metronidazol- und aerogelhaltiger halbfester Vehikel

1.4.4.1 Vehikelcharakterisierung und Konsistenz der Zubereitungen

Am Beispiel verschiedener Vehikel, die fir die lokale Metronidazoltherapie bei Rosacea
verwendet werden, sollte der Einfluss von AEMetro auf die Vehikelstruktur untersucht werden,

da die Einarbeitung arzneistoffbeladener AE in halbfeste Zubereitungen zu einer Viskositits-
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zunahme derselben fithrt. Als Vehikel dienten Basiscreme DAC, Liniment, Metrocreme® und
eine modifzierte Basiscreme, bei der der Wassergehalt dem des Liniments angepasst wurde.

Alle verwendeten halbfesten Grundlagen waren hydrophile Cremezubereitungen, deren
Zusammensetzung allgemein aus hydrophiler Phase, lipophiler Phase und Emulgatoren bestand.
Die Zusammensetzung von Liniment und Metrocreme® war hnlich: ein hoher Anteil an
hydrophiler Phase (80%), wenig lipophile Phase (ca. 5%) und Emulgatoren, deren chemische
Struktur und Gehalt variierten. Demgegentiber enthielt Basiscreme DAC nur 50% hydrophile
Phase. Da diese Formulierung wegen ihres amphiphilen Charakters zur weiteren Wasser-
aufnahme fahig ist, wurde eine Modifizierung dahingehend vorgenommen, dass Wasser und PrG
hinzugefiigt wurden (4/1), so dass in der resultierenden Creme (modifizierte Basiscreme, mBC)
ein dem Liniment dhnlicher Anteil wissriger Phase vorhanden war, und sie diesem auch in der
Konsistenz dhnelte. Eine einander vergleichbare, hohere Konsistenz wiesen Basiscreme und
Metrocreme” auf.

Die Wasserkonzentrationen der Formulierungen korrelierten mit den Intensititen der
Wasserbanden, die den ATR-Spektren entnommen wurden (Tabelle 19). Dabei konnte zwischen
freiem und gebundenem Wasser unterschieden werden. Die Bande von 1880 cm™ bis 2500 cm
lieB sich dem ungebundenen Wasser zuordnen, die Bande von 3010 cm™ bis 3700 cm’
charakterisiert die antisymmetrische OH-Valenzschwingung und war bestimmt durch vielfiltige
Wechselwirkungen - zwischen Hydroxylgruppen untereinander und mit dem in der Formulierung
enthaltenen Wasser, sowohl gebunden als auch frei. Liniment zeigte die grofite Bandenfliche,
gefolgt von Metrocreme® und modifizierter Basiscreme. GemiB der Zusammensetzung der
Vehikel wiesen die Wasserbanden bei Basiscreme die geringste Intensitit auf. Bei Differenzierung
der Wasserbanden zeigte Liniment den weitaus grofften Anteil freien Wassers, gefolgt von
Basiscreme und modifizierter Basiscreme. Die Wasserbindung in Metrocreme” war aufgrund des
hohen Gehalts an PEG-haltigen Emulgatoren bei gleichem Wassergehalt stark erhoht.
Gegensitzlich zu den Wasserbanden verhielten sich die CH-Schwingungsmodi (Tabelle 19,

und v ), die durch lipophile Phase und Emulgatoren bestimmt wurden. Gemal ihrer

Ven(gm CH (asym)
Zusammensetzung nahmen die Intensititen von Basiscreme tber Metrocreme™ und modifizierter

Basiscreme hin zu Liniment ab.

Tabelle 19: Bandenflichen [a.u.] der OH- und CH-Banden der verschiedenen Vehikel, n = 3.

1880-2500 cmr?  3010-3700 crr? 2825-2864 cnr?!  2900-2945 cr?

(frezes Wasser) (Vo-n) (Ven (sym) ) (Ven (asym))
Basiscreme DAC 4,45 10,14 280 = 54 1,93 £ 0,09 4,44 + 0,20
modifizierte Basiscreme 5,23 + 0,18 319 £ 11 0,88 + 0,17 2,15+ 0,42
Liniment 6,64 + 0,03 362 £ 1,7 0,63 = 0,02 1,57 £ 0,03
Metrocreme® 5,76 + 0,47 334 £ 26 1,41 £0,18 2,73 £ 0,30
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Durch die Einarbeitung von arzneistoffbeladenen AE in halbfeste Vehikel nimmt deren
Konsistenz zu. Um diesen Einfluss zu untersuchen, erfolgten penetrometrische Messungen in
Abhingigkeit vom Feststoffgehalt. In Anlehnung an die fir die spiter beschriebenen
Metronidazolpenetrationsstudien verwendeten Zubereitungen wurden 0,75%, 1% und 2%
Metronidazol oder 6%, 8% und 10% AE in die verschiedenen Grundlagen eingearbeitet. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 35 zusammengefasst.
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Abbildung 35: Konsistenz als Eindringtiefe eines genormten Mikrokonus nach Einarbeitung von
Metronidazol (schwarz) oder AE (grau) in verschiedene Grundlagen (GL); Signifikanzpriifung (ANOVA-
Test) innerhalb der Cremes, Signifikanzniveau: GL, GL/Metro vs. GL/AE: Metro p < 0,01 und ;
AE *p<0,01 und n=3-5. Der Ubersichtlichkeit halber wurden metronidazolhaltige
Zubereitungen zusammengefasst, wenn diese im ANOVA-Test keine signifikanten Unterschiede
aufwiesen.

Innerhalb der reinen Grundlagen zeigte Basiscreme die h6chste Konsistenz, d.h. der Mikrokonus
des Penetrometers drang am geringsten ein. Es folgten Metrocreme® und, mit der niedrigsten
Konsistenz, Liniment und modifizierte Basiscreme. Die FEinarbeitung von kristallinem
Metronidazol fihrte zu keiner Beeinflussung des untersuchten Parameters. Finzige Ausnahme
stellte Liniment dar, bei dem - konzentrationsunabhingig - eine geringfiigige, aber signifikante
Konsistenzerhéhung durch Metronidazolzugabe beobachtet wurde.

Die Einarbeitung von AE erhohte erwartungsgemil3 bei allen Grundlagen signifikant die
Konsistenz in Abhingigkeit vom AE-Gehalt. Die prozentuale Zunahme der Konuseindringtiefe
war am wenigsten bei Basiscreme ausgepriagt. Liniment und modifizierte Basiscreme dhnelten
sich sowohl in ihrem Wassergehalt als auch ihrem Verhalten bei AE-Einarbeitung. Ihre
Konsistenz sowie die der Metrocreme” nahm mit steigendem AE-Gehalt stirker ab als bei
Basiscreme. Metrocreme”™ nahm daher eine Sonderstellung ein. Bei der Finarbeitung von 10%
AE in dieselbe entstanden brockelige Zubereitungen, die nicht weiter untersucht wurden. Trotz
des dhnlich hohen Wassergehalts wie in Liniment und modifizierter Basiscreme verhielt sich

® . . . . . .
Metrocreme™ mehr wie die Basiscreme, so dass resimiert werden konnte, dass die
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Konsistenzzunahme nicht nur von der absoluten Wassermenge der Grundlage abhingig war,
sondern auch vom Anteil frei verfiigbaren Wassers. Dieser wird u.a. durch die Emulgatoren und
ithre Wasserbindungseigenschaften bestimmt.

Einblicke in diese Abhingigkeiten konnten durch eine erweiterte Auswertung der nachfolgend
beschriebenen Freisetzungsexperimente von AEMetro in die verschiedenen Grundlagen
gewonnen werden. Dazu wurden die zeitabhingigen Verdnderungen der CH- und OH-
Schwingungsbanden untersucht. CH-Banden charakterisierten die Vehikelbestandteile und den
Arzneistoff. Thre Intensitit nahm im Laufe des Experiments zu, da einerseits Metronidazol in das
Vehikel freigesetzt wurde, andererseits die Vehikelstruktur durch die Wechselwirkung der
Vehikelbestandteile mit dem AE veridndert wurde. Wasser- und OH-Banden korrelierten mit dem
im Vehikel enthaltenen Wasser und den antisymmetrischen OH-Valenzschwingungen anderer
Vehikelbestandteile. Thre Intensitit verringerte sich im Laufe des Experiments durch
Verdunstungseffekte und Wechselwirkungen mit dem AE. Die Bandenintensititen der CH-

Schwingung von 2825 - 2864 cm™ (v, (gmund 2900 - 2945 cm’ (v, (aym) SOWie der OH-
Schwingungsmodi bei 1880 - 2500 cm™ (freies Wasser) und 3010 - 3700 cm™ (v, ,,) der nicht-

normierten Spektren wurden bestimmt und vergleichend betrachtet. Nach Normierung der

jeweiligen Bandenintensititen (1,,=0 1,,=1) und Auftragung gegen die Zeit stellte sich der

Schnittpunkt beider Kurven - Wasserbandenabnahme und CH-Zunahme - als charakteristischer
Parameter heraus, der im Folgenden als Parameter PI (Kreuzungspunkt, engl. point of intersection)
eingefiihrt wird. Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 36 eine Auswahl der ATR-Spektren und
eine graphische Darstellung der Auswertung eines Beispielexperiments der Freisetzung von

Metronidazol aus AEMetro in modifizierte Basiscreme.
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Abbildung 36: links: FTIR-ATR-Spektren zu verschiedenen Zeiten eines Freisetzungsexperiments von
metronidazolbeladenem Aerogel in modifizierte Basiscreme sowie die Referenzspektren fiir Wasser und
kristallines Metronidazol; rechts: graphische Darstellung der Auswertung desselben Experiments,
Normierung OH-Abnahme und CH-Zunahme I =0 1. =1
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Die Bandenintensititen der ausgewihlten CH- und OH-Banden waren zu Beginn jedes
Experiments fir die einzelnen Grundlagen gleich groB. Dies demonstrierte zugleich die
Reproduzierbarkeit der Praparations- und Messmethode. Daher konnten die sich wahrend der
Freisetzungsexperimente indernden Bandenintensititen ohne weitere Kalibrierung ausgewertet

und miteinander verglichen werden. In Tabelle 20 sind die Ergebnisse zusammengestellt.

Tabelle 20: Intensititsinderungen der OH- und CH-Banden der verschiedenen Vehikel 24 h nach
Auftragung von AE (n = 1), AEMetro oder kristallinem Metronidazol (n = 3) sowie ohne Donator (n = 1);
t=24h, | _,=1.

ABNAHME OH-BANDE ZUNAHME CH-BANDE
1880-2500 crr!  3010-3700 cnr?  2825-2864 cnr!  2900-2945 cor! PI [}
(freies Wasser) Vo-n) (Ver(sm)) (Yen asm))
Basiscreme DAC
ohne Donator 0,15 0,10 1,23 1,21 7,69
AE 0,73 0,70 2,61 2,22 0,31
AEMetro 0,84 £ 0,03 0,80 £ 0,04 2,89 £ 0,07 2,33 + 0,05 0,12 £ 0,07
Metro 0,67 + 0,20 0,44 + 0,12 1,86 £ 0,18 1,73 £ 0,16 8,41 + 0,81
modifizierte Basiscreme
ohne Donator 0,11 0,06 1,28 1,27 5,27
AE 0,77 0,71 5,71 4,59 1,35
AEMetro 0,27 £ 0,05 0,18 £ 0,06 2,31 £ 0,51 2,02 £ 0,57 4,33 + 238
Metro 0,23 + 0,04 0,15 + 0,05 1,90 + 0,44 1,77 £ 0,45 3,34+ 1,75
Liniment
ohne Donator 0,03 0,02 1,26 1,19 -
AE 0,87 0,73 3,67 3,07 2,32
AEMetro 0,68 + 0,06 0,63 + 0,06 6,71 =+ 0,50 6,04 £ 0,34 0,33 £ 0,31
Metro 0,20 + 0,04 0,18 + 0,04 2,48 £ 0,03 2,46 £ 0,04 5,61 + 234
Metrocreme®
ohne Donator 0,03 0,01 1,10 1,08 -
AE 0,74 0,63 7,70 6,46 11,9
AEMetro 0,37 + 0,12 0,30 + 0,12 2,94 £ 0,68 2,72 £ 0,57 7,88 = 3,20
Metro 0,16 £ 0,06 0,09 £ 0,03 1,66 £ 0,29 1,64 £ 0,27 5,82 £ 1,83

“ nicht bestimmt aufgrund starker Streuung der Messpunkte

Die Intensititsabnahme der Wasserbande war von Vehikel und Donator abhingig.
Referenzexperimente, in denen die reine Grundlage ohne einen Donator auf den ATR-Kiristall
aufgetragen wurde, zeigten ebenfalls Verinderungen, die durch evaporierendes Wasser verursacht
wurden. Die Wasserverdunstung innerhalb von 24 h war bei Basiscreme und modifizierter
Basiscreme am groBten, bei Liniment und Metrocreme® am geringsten (Tabelle 20, Abnahme
OH-Banden). Die Grundlagen mit dhnlichem Wassergehalt, modifizierte Basiscreme, Liniment

und Metrocreme”, zeigten verschiedene Verdunstungsraten, verursacht durch unterschiedlich

starke Wechselwirkungen zwischen den Emulgatoren und dem eingearbeiteten Wasser. Durch
Auftragung von AEMetro als Donator nahmen die Wasserbanden signifikant stirker ab als bei
Zugabe von kristallinen Metronidazol. Dies war nicht allein durch Evaporationseffekte zu

begriinden. Vielmehr kénnen AE aufgrund ihrer Struktur durch die an der Oberfliche frei

verfiigbaren Silanolgruppen Wasser binden. Interessanterweise fithrten Experimente mit AE zu
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einem Wasserverlust, der bei allen Vehikeln ca. 75% betrug, wohingegen bei AEMetro vehikel-
spezifische Abstufungen festgestellt werden konnten. Die aufgetretenen Unterschiede zwischen
AE und AEMetro kénnen auf unterschiedliche freie Valenzen im Aerogelgeriist zurtickgeftihrt
werden, da bei der Beladung mit Metronidazol bereits Bindungsstellen besetzt wurden. Das AE
selbst schrumpfte aufgrund der auftretenden Kapillarkrifte durch den Kontakt mit dem Vehikel
zusammen und verlor das transparente Aussehen. Die hydrolytische Spaltung der Aerogelmatrix
wurde nicht beobachtet und war unter den gegebenen Bedingungen auch nicht zu erwarten, da
AE erst bei sehr hohen Temperaturen und/oder in starken Alkalien hydrolysiert werden.

Die Anderungen der CH-Bandenintensititen wurden durch verschiedene Prozesse beeinflusst:
Zum einen durch die strukturellen Verinderungen des Vehikels als Folge von
Wasserumverteilung und -evaporation, zum anderen wird Metronidazol, das selbst CH-Banden
aufweist, in das Vehikel freigesetzt. Wie bereits die Wasserbandenintensititsabnahme war auch
die CH-Bandenzunahme wihrend der Referenzexperimente ohne Donator bei allen Vehikeln
dquivalent sowie bei Donatorzugabe abhingig von der Art desselben. Allgemein nahm die
Intensitit stirker zu, wenn AEMetro aufgetragen wurde. Die gro3te Zunahme zeigte das System
Liniment/AEMetro. Metrocreme® und die beiden Basiscremes nahmen um die gleichen
prozentualen Anteile zu.

Der Kurvenschnittpunkt der sinkenden Wasserbandenintensitit und der zunehmenden Intensitit
der CH-Banden im Akzeptor (PI) beschreibt das Zusammenspiel von Wasserverlust,
Verinderungen der Grundlage und Metronidazolaufnahme. Je frither sich beide Kurvenverliufe
kreuzten (Abbildung 36, rechts), umso stirker waren die Verinderungen der Grundlage, wobei
vor allem die Abnahme der Wasserbande die Lage des Schnittpunkts determinierte. Basiscreme
und Liniment zeigten bei Applikation von AEMetro die frithesten PI, wohingegen bei
modifizierter Basiscreme und Metrocreme® kein Unterschied zwischen AEMetro und dem
kristallinen Arzneistoff bestand. Auch der Schnittpunkt von Liniment/Metronidazol lag in
diesem Zeitintervall. Basiscreme/Metronidazol wies den spitesten PI auf. Diese Ergebnisse
konnen nicht allein durch den unterschiedlichen Wassergehalt der Grundlagen erklirt werden.
Submikroskopische Struktur und Wasserbindekapazitit der Grundlagen tibten ebenfalls Einfliisse
aus. Bestanden keine Unterschiede zwischen Metronidazol und AEMetro, so war die Abnahme
der Wasserbande nicht allein auf Wasseradsorption an den Silanolgruppen zurtickzufiihren. Vor
allem in die Struktur von Metrocreme® war das Wasser fester eingebunden und schwieriger fiir
andere Prozesse verfugbar. Dies stlitzten auch die Ergebnisse der Penetrometrie, bei denen trotz
des hohen Wassergehalts der Grundlage die Einarbeitung von AE in sehr hochviskosen

Zubereitungen resultierte.
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Wurde AE auf die jeweilige Grundlage aufgegeben, dann zeigten die beiden betrachteten
Wasserbanden geringfiigice Unterschiede in ihrem Verlauf. Die Bandenintensitit bei 1880 -
2500 cm™ nahm stirker ab, was darauf schlieBen lisst, dass zunichst das freie Wasser vom AE
adsorbiert wird. OH- und CH-Banden kreuzten sich spiter als bei den vergleichbaren Messungen
mit AEMetro, da in diesem Fall die Verinderung der CH-Banden allein durch die Veridnderungen
der Vehikelstruktur entstanden sind und diese nicht zusitzlich durch die Metronidazolfreisetzung

beeinflusst wurden.

Die FEigenschaften halbfester Zubereitungen nach Einarbeitung arzneistoffbeladener AE,
insbesondere die Streichfahigkeit, wurden durch unterschiedliche Faktoren bestimmt. Nicht nur
der Gesamtwassergehalt des Vehikels beeinflusste die Viskositit. Vielmehr war das Verhaltnis
zwischen freiem und gebundenem Wasser von groler Bedeutung. Je grofler der Anteil des
Wassers, das durch die Emulgatoren und ihre Wechselwirkungen in der Creme gebunden war,
desto fester wurden die Zubereitungen durch Aerogeleinarbeitung. Dies ist wichtig fiir die
Entwicklung halbfester Zubereitungen mit arzneistoffbeladenen AE, da nicht nur die Freisetzung
des adsorbierten Arzneistoffs aus dem AE eine spitere Penetration beeinflusst, sondern
gleichzeitig gut streichfihige Zubereitungen zur Auftragung auf die Haut entwickelt werden

sollten.

1.4.4.2 Freisetzung von Metronidazol in verschiedene halbfeste Vehikel

Die biopharmazeutische Charakterisierung der metronidazolhaltigen Vehikel begann analog
Kapitel D 1.4.1 mit Freisetzungsexperimenten. Als Donatoren fungierten AEMetro und
kristallines Metronidazol. In der Literatur wurde fir arzneistoffbeladene Silica-Polymere die
Entstehung  Gbersittigter ~ Losungen  beschrieben  [18].  Die  vorangegangenen
Freisetzungsexperimente mit Dithranol [2] und Ibuprofen (Kapitel D 1.4.1) wiesen ebenfalls auf
solche Effekte hin, so dass im Folgenden anhand von Metronidazol Freisetzung und Loslichkeit
in den Vehikeln genauer charakterisiert wurden.

Bereits bei der Kalibrierung fielen Unterschiede zwischen den verwendeten Vehikeln auf (Tabelle
10). Basiscreme und Liniment wiesen im Vergleich zu den anderen beiden Grundlagen hohe
Bestimmungs- und Nachweisgrenzen fiir Metronidazol auf, die auf vergleichsweise geringere
Mengen an spektralen Informationen zuriickzufithren waren. Als Ursache kommen Interaktionen
zwischen Metronidazol und anderen Vehikelkomponenten sowie der sehr hohe Wassergehalt des
Liniments in Frage.

Die Ergebnisse der Freisetzungsexperimente sind in Tabelle 21 gezeigt. Ausgewertet wurden

AUC und MDT zu unterschiedlichen Zeiten sowie Gleichgewichtskonzentration ¢, und der
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Anstieg der Metronidazolbanden M, im Wendepunkt des Graphen (vgl. Kapitel C 7.8). Zur

Veranschaulichung sind die Freisetzungsgraphen fiir 10 h Experimentzeit in Abbildung 63 des
Anhangs zusammengestellt.
Tabelle 21: Freisetzung von Metronidazol in verschiedene Vehikel zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die

Konzentration von Metronidazol im Gleichgewichtszustand ¢ und M~ wurden mittels logistischem

Kurvenfit berechnet, n = 3.

AUC [% b] MDT )] c1 mto
5h 10 h 23h 5h 10h 23h [%] [Yo K]
Basiscreme DAC
AEMetro 374148 - - 1,1 £0,2 - - 122+26 45+18
Metro 9,142 - 21,4+90 | 1,5%£0,2 - 26+07(39+13 10x0,8

modifizierte Basiscreme
AEMetro 14227 344+37 903+16 | 13£0,5 20x0,6 45*05|66+x22 11x10

Metro 77113 178+24 461 *+57 | 1,101 20+x02 43+04|37+x17 10x0,8
Liniment

AEMetro - 552114 134+43 - 1,502 26+051|81*+13 10,7*53
Metro - 33,071 104+ 21 - 3002 69+04 | 6,011 0,04
Metrocreme®

AEMetro - - 58,6 = 27 - - 6826|2505 0310,
Metro - - 32,8+ 26 - - 29+04|(18+x0,1 08=*0,2

Betrachtet man AUC und Gleichgewichtskonzentration c;, so konnte fiir alle Grundlagen gezeigt
werden, dass durch Verwendung von AEMetro eine gréflere Freisetzung des Arzneistoffs erzielt
wurde als mit kristallinem Metronidazol. Beide Parameter waren fiir die Vehikel mit einem hohen
Anteil freien Wassers (Liniment, modifizierte Basiscreme) 1,6- bis 2-fach groBer als bei der
Verwendung von kristallinem Metronidazol. Den grof3ten Vorteil (Faktor 4) bei Verwendung von
AEMetro wies jedoch Basiscreme, die Grundlage mit dem geringsten Wassergehalt und, wie im
Folgenden noch diskutiert wird, der geringsten Loslichkeit fir Metronidazol, auf. Die erheblichen
Unterschiede der Gleichgewichtskonzentrationen zwischen kristallinem Metronidazol und
AEMetro lieBen insbesondere bei dieser Grundlage den Schluss zu, dass Gbersittigte Losungen
entstanden sind. Arzneistoffe, die auf AE adsorbiert wurden, liegen amorph im gesamten
Aerogelnetzwerk verteilt vor (Kapitel D 1.2). Es miussen somit keine Auflésungsprozesse wie bei
kristallinen oder mikronisierten Arzneistoffen stattfinden, die zunichst eine Uberwindung der
Kristallgitterkrifte erfordern. Auch der Aerogeleffekt wirkt sich vorteilhaft auf die Arzneistoff-
freigabe aus. Durch den Kontakt mit der wassrigen Phase des Vehikels treten Kapillarkrifte auf,
die das Aerogelnetzwerk kollabieren lassen, und die adsorbierten Arzneistoffmolekiile
molekulardispers an das umgebende Medium abgegeben. Es entstehen im Idealfall iibersittigte
Lésungen, die die thermodynamische Aktivitit des Arzneistoffs erhohen und damit
anschlieBende Mechanismen wie die Penetration in Membranen begtinstigen und die Bioverfiig-

barkeit des Arzneistoffs erhohen.
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Metrocreme” stellte eine Besonderheit dar, die sich vor allem in der MDT widerspiegelte und in
den Freisetzungsgraphen (Anhang: Abbildung 63) besonders deutlich wird. Die Freisetzung von
Metronidazol aus AEMetro fand bei Verwendung dieser Grundlage im Vergleich zum kristallinen
Metronidazol zeitverzégert statt. Erst nach 30 min war eine Freisetzung im Vehikel messbar.

Eine Abhingigkeit der Freisetzung von Konsistenz und Wassergehalt des Vehikels konnte nicht

beobachtet werden.

Bei Verwendung von AEMetro war die Freisetzung in Basiscreme, modifizierte Basiscreme und
Liniment im Vergleich zur kristallinen Form begiinstigt. Fiir Metrocreme®/AEMetro wurde
hingegen eine verzégerte Freisetzung beobachtet.

Inwieweit Metronidazol in den Zubereitungen gelost vorliegt und mdglicherweise entstandene
Ubersittigte Losungen lagerungsstabil sind, sollte im Folgenden mittels RAMAN-Spektroskopie
untersucht werden. Dies ist insofern wichtig, da die Anwendung der Zubereitung oft nicht
unverziiglich nach der Herstellung erfolgt. Rekristallisationserscheinungen wiirden die durch die
Verwendung der AEMetro erlangten Vorteile hinsichtlich einer héheren thermodynamischen

Aktivitit und fehlender Auflésungsprozesse deutlich abschwichen.

1.4.4.3 FT-RAMAN-Studien zur Kristallisation von Metronidazol in halbfesten Vehikeln

RAMAN-spektroskopische Untersuchungen dienten der Charakterisierung des Zustands von
Metronidazol - geldst oder suspendiert - in den verschiedenen Vehikeln. In vorausgegangenen
Studien wurde bereits gezeigt, dass mikroskopische Bilder und nachfolgende
Partikelgro3enanalyse der unterschiedlichen physikalischen Zustinde Metronidazols (gel6st,
kristallin) mit spektralen Verdnderungen korreliert werden kénnen [199]. Erginzende Studien
mittles Rontgendiffraktometrie wurden nicht weiter verfolgt, da die Rontgenspektren der
verwendeten halbfesten Zubereitungen multiple Einflisse zeigten. Fine exakte Unterscheidung
zwischen kristallinen Strukturen der komplexen Vehikel und dem Arzneistoff war nicht moglich.
Fir dithranolhaltige Zubereitungen wurden bereits rontgendiffraktometrische  Studien
durchgefiihrt, die in [2] dargestellt sind. Hier zeigten die AEDT-haltigen Vehikel im Vergleich
zum Dithranolvaselin keine kristallinen Strukturen des Arzneistoffs.

Rekristallisierte Metronidazol aus wissriger Losung, entstanden Sargdeckelkristalle. Bei der
Kiristallisation aus PrG bildeten sich feine Nadeln. Aus einer Mischung von Wasser und PrG
(4/1), wie sie in den Basiscremes vorlag, kristallisierten ebenfalls Sargdeckelkristalle. Die
RAMAN-Spektren der unterschiedlichen Kristallformen unterschieden sich nicht von denen des

mikronisierten Metronidazols.
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Mit Hilfe multivariater Kalibrierungen fiir alle verwendeten Grundlagen (Basiscreme, modifizierte
Basiscreme, Liniment, Metrocreme”™, Tabelle 12) gelang es, Gehalt, Loslichkeit und
physikalischen Zustand des eingearbeiteten Metronidazols zu bestimmen. Eine Unterscheidung
zwischen dem amorphen Metronidazol des AEMetro und im Vehikel gelésten Metronidazols
war, erwartungsgemal3, nicht moglich. Aus messtechnischen und zeitlichen Grinden wurden
1.dR. nur Doppelbestimmungen fiir die einzelnen Proben durchgefihrt, so dass die
Kalibrierungsparameter der multivariaten Analyse durch die geringe Spektrenanzahl der Proben
beeinflusst wurden. Zudem sind der Durchmesser des Anregungslasers und das Volumen der
Probenhalterung gering, so dass auch sie neben der geringen Stichprobenmenge als Ursache fir
starke Streuungen und hohe Bestimmungsgrenzen anzufithren sind.

Abbildung 37 zeigt die RAMAN-Spektren von kristallinem und in Wasser geléstem Metronidazol
von 1140 cm™ bis 1565 cm™.

1184 ~ 1190 cm™

1,0 .
1268 cm

., 1380cm™

06T 1250 - 1284 cm

_ ] 1355 ¢cm™ || 1370 cm™

s N I R

i 0,5 1390 cm™

5 :
Q 0,4 1533 - 1538 cm’
9]

£ 0,34

c

£

S 024 1155cm™

o

0,14
V] \J/j kristallin
0,0 4—— . B |

..,.,.,,,,I,I,IllwéssrigeLésung
1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 37: FT-RAMAN-Spektren von kristallinem und in Wasser geléstem Metronidazol (wissrige
Loésung vergréfBert); die betrachteten Banden sind markiert: rot: Gehaltsbestimmung, grin: Léslichkeit,
Lagerungsstabilitit, schwarz/blau: physikalischer Zustand, Lagerungsstabilitit.

Eine Auswahl der RAMAN-Spektren bei verschiedenen Konzentrationen fir alle Vehikel ist im
Anhang in Abbildung 64 zusammengestellt.

Abbildung 38 zeigt die mit Hilfe der RAMAN-Spektroskopie ermittelten Loslichkeiten in den
verschiedenen halbfesten Grundlagen und im Vergleich die Loslichkeiten in unterschiedlichen
Flussigkeiten [104]. Die Auswahl der Flissigkeiten erfolgte aus praktischen Gesichtspunkten.
Neben den Akzeptoren der Penetrationsexperimente, DD/Oct und DDw, wurden Bestandteile
der Grundlagen verwendet. Eine mizellare Losung und eine hydrophile Mikroemulsion als

Vehikelsysteme mit sehr guten Losungseigenschaften fir Arzneistoffe dienten als Vergleich.
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Abbildung 38: Loslichkeit von Metronidazol in verschiedenen halbfesten Vehikeln bestimmt durch FT-
RAMAN-Spektroskopie (n =4, weill) und im Vergleich die Loslichkeit in verschiedenen Fliussigkeiten
bestimmt durch Additionsmethode (n=3 bis 6, grau); *ME: Mikroemulsion aus Pelemol®
BIP/Tagat® O2/Synperonic® PE/L 101/PtG/H20 [5/8/2/50/25 % (m/m)], **mizellate Lo6sung aus
Tagat® O2/Synperonic® PE/L 101/PrG/H20 [104].

In den halbfesten Zubereitungen war die Loslichkeit von Metronidazol in modifizierter
Basiscreme und Metrocreme” am groBten, gefolgt von Basiscreme und Liniment. Die
unterschiedlichen Loslichkeiten in den Basiscremes waren durch den hcéheren Anteil an
PrG/Wasser in der modifzierten Variante zu begriinden. Das geringe Losungsvermégen fir den
Arzneistoff in Liniment konnte auf das enthaltene Glycerol, welches ein schlechteres Losemittel
fiir Metronidazol darstellte als PrG, zuriickgefiihrt werden. Die gute Léslichkeit in Metrocreme®
lieB3 sich durch den komplexen, vom hohen Emulgatorgehalt geprigten Aufbau begrinden.

Neben den fiir die Loslichkeitsbestimmung verwendeten Banden (1155 cm™ und 1355 cm™), die
fiur kristallines Metronidazol charakteristisch waren und beim gelosten Arzneistoff nicht
auftraten, verinderten sich bei anderen Arzneistoffbanden die Amplitudenpositionen in
Abhingigkeit vom physikalischen Zustand des Arzneistoffs (Abbildung 37). Verschiebungen der
Maxima traten bei den folgenden Banden auf: 1190 — 1184 cm’, 1460 — 1470 cm’',

1538 — 1533 cm’', wobei die erste Wellenzahl den gelésten bzw. amorphen und die zweite den
kristallinen Zustand beschreibt. Die Banden bei 1370 cm™ und 1390 cm™ verloren durch
Zunahme der Kristallinitit an Intensitit, wihrend bei 1355 cm™ und 1380 cm™ neue Banden
entstanden. Durch die zunehmende Kiistallinitit wurden Schwingungen in ihrer
Bewegungsfreiheit eingeschrinkt; die Banden wurden schmaler, intensiver und zumeist
bathochrom, d.h. zu geringeren Wellenzahlen verschoben.

Grundsitzlich war in den Vehikeln zwischen zwei Ausgangssituationen zu unterscheiden.
Einerseits lag Metronidazol amorph im AEMetro vor und wurde durch den Aerogeleffekt an das
umgebende Medium abgegeben, so dass es zunichst nur im amorphen Zustand vorlag. Kristalle

entstanden allein durch Rekristallisation aus gesittigter oder tbersittigter Losung. Andererseits
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wurde Metronidazol mikronisiert, aber kristallin, in die Grundlagen eingearbeitet und ging dann
erst in Losung. Dabei blieben in Abhingigkeit von der eingearbeiteten Konzentration und der
Loslichkeit im Vehikel Kristalle zuriick, die als Kiristallisationskeime dienen konnten. Die
Lagerungsstabilitit der unterschiedlichen Zustinde wurde mit Hilfe eines Schaukeltests
untersucht. Durch die alternierende Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen wurden
Verinderungen im Vehikel provoziert, die Rekristallisationseffekte begiinstigten. Diese Effekte
treten bei der Lagerung bei Raumtemperatur nicht oder verzogert auf. Die Stabilitit bei der
Verwendung von AEMetro entstandenen tbersittigten Losungen konnte so untersucht werden.
Je stirker die Messdaten streuten, desto mehr variierte das entsprechende System wihrend der
Lagerung, d.h. desto instabiler war es bezlglich der Kiristallinitit und Nichtkristallinitit des
Arzneistoffs. Beispielhaft ist dies in Abbildung 39 fiir die Metronidazolbande bei 1355 cm™ in
Liniment dargestellt, die fiir kristallines Metronidazol charakteristisch ist. Intensititen kleiner
| =0 (Markierung) zeigten an, dass RAMAN-spektroskopisch keine Arzneistoffkristalle

nachweisbar waren.
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Abbildung 39: Intensitit der RAMAN-Bande von Metronidazol 1340 -1362 cm in Liniment in
Abhingigkeit von der Lagerung (n =6); dunkelgriin/hellgrin: reines Liniment und Liniment mit
unbeladenem AE (dunkelgrin: Lagerung bei Raumtemperatur, hellgriin: Schaukeltest); rot/orange:
Grundlage mit AEMetro (rot: Lagerung bei Raumtemperatur, orange: Schaukeltest), dunkelblau/hellblau:
Grundlage mit Metronidazol (blau: Lagerung bei Raumtemperatur, hellblau: Schaukeltest), innerhalb einer
Gruppe von links nach rechts: frisch/nach Schaukeltest sowie nach 1, 3 und 6 Monaten Lagerung bei
Raumtemperatur.

Die Spektren der 2%igen Proben aller untersuchten Vehikel wiesen bereits direkt nach der
Herstellung Banden kristallinen Metronidazols auf, die sich wihrend der Lagerung nicht
verinderten. Bei dieser Konzentration wurde die Loslichkeitsgrenze von Metronidazol in den
Grundlagen bei weitem iiberschritten und auch moglicherweise partiell auftretende Ubersittigte
Losungen rekristallisierten binnen kurzester Zeit und waren somit bereits 24 h nach der

Herstellung nicht (mehr) nachweisbar. Rezepturen mit 1% Metronidazol stellten bei allen
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Vehikeln sehr empfindliche Systeme dar, deren kristalliner Anteil wihrend der Lagerung
schwankte und deren Banden somit die gréiten Streuungen aufwiesen, wobei die acrogelhaltigen
Proben immer geringer streuten und der geloste Zustand beglinstigt war. Insbesondere Basis-
creme und Liniment, in denen mit 1% Metronidazol die Loslichkeitsgrenze weit tiberschritten
war, zeigten grolle Verdnderungen. Vor allem die Proben mit eingearbeitetem kristallinen
Metronidazol liefen bereits nach der Herstellung und spiter im Schaukeltest bevorzugt kristalline
Anteile erkennen. Dies setzte sich auch wihrend der anschlieBenden Lagerung fort: Nach drei
Monaten wurde ein deutlicher Anstieg der Kristallinitit der Proben mit kristallinem Metronidazol
detektiert werden, wohingegen in den entsprechenden Aerogelproben, sofern sie bei
Raumtemperatur gelagert wurden, erst nach sechs Monaten Kiristallisationstendenzen
auszumachen waren. In diesen Fillen ist von einem im Beobachtungszeitraum stabilen
Ubersittigten Zustand auszugehen. Im Gegensatz dazu wiesen die geschaukelten Proben mit
AEMetro idhnlich den Proben mit kristallinem Metronidazol bereits nach drei Monaten eine
stirkere Kristallisation auf. Die 1%igen Proben von Metrocreme® und modifizierter Basiscreme
reagierten weniger empfindlich auf Lagerung wund verinderte Lagerungsbedingungen.
Metronidazol war in ithnen besser 16slich, so dass die durch Temperaturverinderungen ausgeloste
Rekristallisation nicht begiinstigt wurde. Die Beobachtungen fiir Basiscreme und Liniment, dass
Metronidazol langsamer kristallisierte, wenn es als AEMetro verwendet wurde, war auch hier
zutreffend, ebenso wie die schnellere Rekristallisation der geschaukelten Proben.

0,75% Metronidazol lag in Metrocreme® dauerhaft gelést vor. Kiristallines Metronidazol in
Liniment zeigte bei dieser Konzentration innerhalb von drei Monaten erste Rekristallisations-
tendenzen auf; bei Liniment/ AEMetro traten diese erst nach sechs Monaten auf. Wie bereits bei
den 1%igen Proben konnte durch Verwendung des AEMetro die gesittigte bzw. schwach
Ubersittigte Losung stabilisiert werden. Bei Basiscreme waren bei dieser Metronidazol-
konzentration bereits nach dem Schaukeltest kristalline Anteile festzustellen. Die bei Raum-
temperatur gelagerten Proben wiesen eine geringere Rekristallisationsneigung auf, ebenso die
Proben mit AEMetro. Letztendlich kristallisierte Metronidazol in allen 0,75%igen Basiscreme-
proben, ob geschaukelt oder bei Raumtemperatur gelagert. Der Gbersittigte Zustand konnte hier
zumindest zeitweilig durch die Verwendung von AEMetro stabilisiert werden, sofern die Proben
bei konstanten Bedingungen gelagert wurden.

Die Konsistenz der resultierenden Zubereitungen beeinflusste die Kiristallisationsneigung nicht.
Vor allem die Loslichkeit in der Grundlage war ausschlaggebend fiir die Lagerungsstabilitit der
Zubereitungen. Durch die Verwendung von AEMetro konnte die Kiistallisation von
Metronidazol, insbesondere im Bereich der Sittigungsloslichkeit des Arzneistoffs im Vehikel,

dauerhaft verringert werden.
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1.4.4.4 Penetration von Metronidazol in Dodecanol-Collodiummodellmembranen

Im Anschluss an die Freisetzungsexperimente (Kapitel D 1.4.4.2) wurde die Penetration von
Metronidazol, Wasser und PrG aus den verschiedenen Formulierungen in lipophile Modell-
membranen untersucht. Der herkdmmliche Messungsaufbau IRE-Membran-Donator war nicht
verwendbar, da es innerhalb kiirzester Zeit zu einem vollstindigen Kontaktverlust durch die
Ausbildung eines Flissigkeitsfilmes zwischen IRE und Membran kam. Dies machte die
Verwendung der ATR-Diffusionszelle und die FEtablierung eines geeigneten Akzeptors
notwendig. Um weitere Verteilungsschritte, die die Penetration beeinflussen konnen,
auszuschlieBen, wurde das Lipid der Modellmembran - Dodecanol-Octanol-Mischung (9/1) - als
Akzeptor eingesetzt. Fiir Metronidazol, Wasser und PrG wurden Kalibrierungen erstellt, so dass
die Penetration dieser drei Stoffe quantitativ untersucht werden konnte (Tabelle 12). Alle
Methoden, bis auf die fir Metrocreme®/Metronidazol, waren multivariat. Griinde fir die
Notwendigkeit auf eine univariate Methode auszuweichen, lagen in einer nicht ausreichenden
Proben- und Spektrenanzahl und einer zu geringen Anzahl spektraler Informationen, die durch
multiple Uberlagerungen des Vielstoffgemischs entstanden.

Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 40 die Akzeptorspektren einer Messung mit 0,8%

Metronidazol als AEMetro in Basiscreme zu verschiedenen Zeiten abgebildet.
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Abbildung 40: FTIR-ATR-Spektren des Akzeptors (DD/Oct) wihrend eines Penetrationsexperiments in
DCM am Beispiel von Basiscreme mit 0,8% AEMetro. Referenzspektren von Metronidazol, Propylenglyol
und Wasser sind aufgefiihrt und die ausgewerteten Banden markiert.

Die Ergebnisse der Penetrationsexperimente werden im Folgenden dargestellt. Eine graphische
Zusammenstellung befindet sich im Anhang (Abbildung 65-67). Da verschiedene Vehikel
verglichen werden sollten, war es notwendig, die Parameter aller Komponenten und Vehikel bis
zu einem definierten Zeitpunkt zu bestimmen, der durch die kiirzeste Messzeit (24 h bei

Metrocreme”) determiniert wurde. Wasser und PrG erreichten in dem gewihlten Zeitintervall
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von 24 h den Gleichgewichtszustand. Fir Metronidazol fithrte die Auswertung lingerer Zeiten
(36 h und 42h) zu denselben Ergebnissen, so dass die kiirzeren Messzeiten ebenfalls als

reprisentativ angesehen wurden.
Metronidazol

Die Penetration von Metronidazol (Tabelle 22) war abhingig von dessen Konzentration im
Vehikel, dem physikalischen Zustand (Suspensionssalbe, Losungssalbe, aerogelhaltige
Zubereitung) und den physiko-chemischen Eigenschaften des Vehikels.

Tabelle 22: Ergebnisse der Penetration von Metronidazol in verschiedenen Vehikeln in Dodecanol-
Collodiummembranen; n = 3, t = 24 h.

AUC MDT ci m,

[mg mb! h] [h] [mg ml?] [mg m/'O7 b7
Basiscreme DAC
AEMetro
0,6% 624 +t33 6,2*t03 5,38 = 0,37 0,10 £ 0,02
0,8% 74,5 £ 4,0 6,504 6,58 + 0,47 0,12 + 0,03
1,0% 66,9 + 206 6,9 £ 04 7,64 + 0,60 0,06 £ 0,02
Metro
0,75% 547+ 58 7,7 10,2 8,13+ 1,43 0,05 £ 0,02
1,0% 61,0+ 13 7,8 112 7,32 + 1,55 0,13 + 0,06
2,0% 615t78 72103 7,01 £ 253 0,14 =+ 0,05
modifizierte Basiscreme
AEMetro
0,6% 456+ 33 6,0 £ 0,6 3,55+ 0,59 0,09 £ 0,02
0,8% 59,8+ 0,9 58105 438 £0,73 0,16 * 0,06
1,0% 70,5+ 3,7 52103 4,35 1+ 0,09 0,24 + 0,03
Metro
0,75% 751 +12 581 0,4 6,63 + 0,45 0,10 £ 0,01
1,0% 85,51 4,4 5,8 £ 0,1 6,41 £ 0,29 0,19 £ 0,02
2,0% 106 = 3,1 5,4 £ 0,07 7,11 £ 0,09 0,31 £ 0,04
Liniment
AEMetro
0,6% 434+ 35 6,3 £ 0,7 3,02+ 0,77 0,16 = 0,05
0,8% 542+ 18 7,1 103 435+ 0,16 0,12 £ 0,01
1,0% 664+t13 6,6 £ 04 5,33 + 0,49 0,15+ 0,03
Metro
0,75% 477+ 97 7,1 £0,6 5,88 = 1,89 0,07 £ 0,02
1,0% 63,0+ 80 6,8 £ 0,2 5,88 + 0,69 0,13 £ 0,04
2,0% 799+ 30 6,0 £03 7,24 + 1,71 0,19 + 0,06
Metrocreme®
AEMetro
0,6% 451+10 6,9 £ 0,08 3,10 = 0,20 0,18 £ 0,02
0,8% 642t 25 6,2t 0,2 4,08 £ 0,07 0,26 £ 0,006
Metro
0,75% 456+ 34 7,0 £0,2 5,20 £ 0,11 0,05 = 0,003
1,0% 7331+99 6,0 £0,7 5,82 + 0,76 0,19 + 0,03
2,0% 86,8 + 12 6,5 £ 0,1 7,09 + 0,56 0,21 + 0,03
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Bei allen Vehikeln, auBler Basiscreme DAC, hing die Metronidazolpenetration von der

Konzentration des Arzneistoffs im Vehikel ab. Die absoluten Parameter (AUC, c;, M, ) zeigten

jeweils einen Anstieg mit zunehmender Arzneistoffkonzentration. Die MDT als normierter
Parameter unterschied sich innerhalb der einzelnen Cremes nicht signifikant. Wie in Abbildung
38 gezeigt, war Metronidazol unterschiedlich gut in den Vehikeln 16slich. In Basiscreme betrug
die Loslichkeit etwa 0,8%, in Liniment 0,75%, in modifizierter Basiscreme 1,2% und in
Metrocreme® 1,1%. Dadurch wurde der Konzentrationsgradient als eine der treibenden Krifte
des Penetrationsprozesses beeinflusst. So fiihrte nach Uberschreiten der entsprechenden
Loslichkeitsgrenze bei keinem Vehikel eine Erhohung der Arzneistoff-konzentration von 1% auf
2% zu einer Zunahme der thermodynamischen Aktivitit von Metronidazol. Die, nicht-
signifikante, Abnahme der MDT, die die Verweilzeit des Arzneistoffs im Donator beschreibt und
mit der Affinitit des Arzneistoffs zum Vehikel korreliert, beschrieb dies besonders deutlich.
Sofern Basiscreme aufgrund der groBen Streuung der Werte nicht mitbetrachtet wird,
verzeichneten innerhalb der Probenreihen mit kristallinem Metronidazol modifzierte Basiscreme
und Metrocreme” die groBten Penetrationen (c,, AUC). Die gute Penetration aus Metrocreme®
konnte mit dem komplexen Aufbau des Vehikels erklirt werden. Der hohe Emulgatoranteil
(ca. 17%) begiinstigte multiple 16sungsvermittelnde Effekte in Membran und Akzeptor, die die
Penetration von Metronidazol férderten. Auch die Ausbildung von Mizellen, mit denen der
Arzneistoff penetrierte, ist denkbar.

Basiscreme/Metronidazol  erreichte  die  maximale  Penetration  bereits bei  der
geringstkonzentrierten Zubereitung (0,75%). Die Penetration zeigte sich unabhingig von
Arzneistoffkonzentration und physikalischen Zustand. Mit 0,75% Metronidazol war die
Sittigungsloslichkeit nahezu erreicht und die 1- und 2%igen Zubereitungen waren
Suspensionssalben. Die Penetration war im Allgemeinen bei dieser Grundlage so gering, dass ein
Nachlosen kristallinen Metronidazols nicht erforderlich war und der Konzentrationsgradient als
treibende Kraft fur die Arzneistoffpenetration in allen Formulierungen konstant blieb.
Unterschiede zwischen Basiscreme und modifzierter Basiscreme zugunsten letzterer sind
nachfolgend unter Berticksichtigung der PrG-Penetration zu diskutieren, da dieses
l6sungsvermittelnde und penetrationsférdernde Eigenschaften aufweist und solvent-drag-Phinome
in der Literatur beschrieben wurden [103]. Als weiterer, begiinstigender Einflussfaktor ist die
geringere Viskositit der modifizierten Basiscreme zu nennen, die die Diffusion von Metronidazol
in der Grundlage etleichterte. Bei modifizierter Basiscreme/Metronidazol flihrte eine

Konzentrationserh6hung zu keiner gesteigerten, aber zu einer beschleunigten Aufnahme von

Metronidazol in den Akzeptor (c; nicht signifikant verschieden, M, signifikant verschieden:
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0,75% vs. 1%: p <0,05; 0,75% vs. 2% und 1% vs. 2%: p <0,01). Die Penetrations-

geschwindigkeit, beschricben durch M, nahm durch das héhere Konzentrationsgetille zu und

der Penetrationsprozess wurde schneller abgeschlossen. Im Fall von Liniment war die
Auswertung vor dem Hintergrund der starken Streuung der Daten zu betrachten. Tendenziell
fithrte eine Erh6hung der Metronidazolkonzentration zu einer Verbesserung der Penetration. Die
Loslichkeit von Metronidazol in dieser Grundlage war dhnlich gering wie in Basiscreme, so dass
auch hier der Konzentrationsgradient als treibende Kraft nahezu unverindert blieb.
Losungsvermittelnde Effekte durch penetrierende Emulgatoren waren ebenfalls weniger
ausgeprigt als bei anderen Vehikeln, wie z.B. Metrocreme®.

Fir AEMetro war die Penetration grundsitzlich konzentrationsabhingig. Eine Ausnahme bildete
wiederum die Basiscreme. Hier fithrte, Zdhnlich wie bei der Verwendung kristallinen
Metronidazols, eine Konzentrationserhéhung zu keiner deutlichen Steigerung der penetrierten

Menge. Metrocreme® zeigte mit steigendem Aerogelgehalt des Donators eine Zunahme der

Gleichgewichtskonzentration und der Anstieg M, wurde groBer, d.h. die Penetrationsrate wuchs.

Bei modifizierter Basiscreme  wurde bereits mit  0,8% der Maximalwert der
Gleichgewichtskonzentration und damit die maximale Aufnahmekapazitit des Akzeptors

erreicht, so dass - von einem steigenden Konzentrationsgradienten zwischen Donator und

Akzeptor ausgehend - lediglich die Penetrationsgeschwindigkeit m, beeinflusst werden konnte.

Diese nahm mit zunehmender Aerogelkonzentration deutlich zu. In Liniment blieb trotz
steigender Donatorkonzentration die Penetrationsgeschwindigkeit konstant.

Auf den ersten Blick war kein Unterschied zwischen der Penetration von kristallinem
Metronidazol und AEMetro zu erkennen. Bei der Beurteilung der Ergebnisse sind jedoch die
verwendeten Konzentrationen zu bedenken. Wihrend kristallines Metronidazol zu 0,75%, 1%
und 2% eingearbeitet wurde, enthielten die aerogelhaltigen Zubereitungen 0,6%, 0,8% und 1%
Metronidazol. Mit weniger eingesetztem Arzneistoff penetrierte die gleiche oder eine etwas

héhere Metronidazolmenge (AUC, ¢,) und die Penetration wurde durch Verwendung von

AEMetro beschleunigt (MDT, m, ). Bei der Verwendung von AEMetro, insbesondere bei

Konzentrationen um und oberhalb der Loslichkeitsgrenze, wirkten sich entstandene tibersittigte
Lésungen begiinstigend auf die Penetration aus, da sie den Konzentrationsgradienten erhéhten.
Dies ist umso bemerkenswerter, da die Viskositit der Zubereitungen ebenfalls zunahm
(Kapitel D 1.4.4.1) und damit die Diffusion des Arzneistoffs erschwert wurde. Die Ergebnisse
sind insofern erstaunlich, da die Konsistenzerhohung die Penetration nicht beeinflusste bzw.

durch den Aerogeleffekt und den amorphen Zustand des Arzneistoffs tiberkompensiert wurde.

89



ERGEBNISSE UND DISKUSSION: Charaktetisicrung arzneistoffbeladener Aerogele in pharmazeutischen Zubereitungen

Die Loslichkeit des Arzneistoffs im Vehikel erwies sich analog zu den Freisetzungsexperimenten

als limitierend fur die Penetration.

Propylenglycol

Die beiden Basiscremes enthielten als Bestandteil der hydrophilen Phase PrG, das nicht nur als
Feuchthaltemittel und Konservierungsmittel agierte, sondern dem auch penetrationsférdernde

Eigenschaften zugewiesen werden [45, 48]. Daher wurde dessen Penetration untersucht (Tabelle

23, Anhang: Abbildung 60).

Tabelle 23: Ergebnisse der Penetration von Propylenglycol aus verschiedenen Vehikeln in Dodecanol-
Collodiummembranen; n = 3, t = 24 h.

AUC MDT cr m,

[mg ml! h] /h] [mg ml!] [mg ml! b]
Basiscreme DAC
AEMetro
0,6% 297 £ 4.6 5,0x 0,2 17,9 £ 0,9 1,23 £ 0,18
0,8% 271 £ 10 47+ 0,1 15,0 £ 0,7 1,27 £ 0,12
1,0% 252+ 1,5 54108 17,2+ 0,4 2,34 £ 0,34
Metro
0,75% 356 = 10 50+ 0,4 20,5109 1,66 = 0,09
1,0% 323+ 13 44+0,2 19,8 £ 2.2 1,71 £ 0,49
2,0% 296 * 26 49+0,3 19,1 £ 22 1,24 + 0,47
modifizierte Basiscreme
AEMetro
0,6% 349 + 45 43+04 18,0 £ 1,5 2,20 £ 0,39
0,8% 340 £ 10 3,8 10,2 16,7 £ 0,8 2,45 10,19
1,0% 343 + 16 4,6+ 0,5 17,2+ 0,4 2,34 £ 0,34
Metro
0,75% 346 £ 0,9 44+ 04 19,1 £ 0,1 1,78 £ 0,12
1,0% 316 £ 2,5 46x0,1 17,4 = 0,6 1,67 £ 0,21
2,0% 326 = 11 44+0,3 18,8 £ 0,7 1,51 £ 0,16

Ein Unterschied der PrG-Penetration konnte weder zwischen beiden Grundlagen noch beim
Vergleich der metronidazol- bzw. aerogelhaltigen Systeme beobachtet werden (Anhang:
Abbildung 60); eine geringfiigice Beeinflussung war dennoch erkennbar (Tabelle 23). Aus den
aerogelhaltigen Zubereitungen der Basiscreme penetrierte PrG am schlechtesten (Tabelle 23,
AUC, c,). Zwei Effekte konnen diesen Beobachtungen zugrunde gelegt werden: Zum einen
haben die AEMetro nicht nur Wasser gebunden, sondern auch mit PrG interagiert und dessen
Affinitit zum Vehikel erhoht. Zum anderen nahm die Konsistenz der Vehikel durch die
Einarbeitung der AEMetro zu, so dass PrG in seiner Mobilitit eingeschrinkt wurde. Basiscreme
enthielt 10%, modifzierte Basiscreme 15% PrG. Diese Konzentrationserh6hung fithrte zu keiner
verbesserten Penetration. Aufnahmekapazitit des Akzeptors und Affinitit zum Donator

limitierten die Penetration. Losungsvermittelnde FEinfliisse der Emulgatoren konnten nicht
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beobachtet werden, da durch das Verdinnen der Grundlage gleichzeitig der Emulgatoranteil
verringert worden war und dies sich nicht in einer verinderten Penetration widerspiegelte.

In Bezug auf die Penetration von Metronidazol bleibt festzustellen, dass die Ergebnisse anderer
Studien, die einen Kotransport von PrG und Metronidazol postulierten [200], fur die in dieser
Arbeit verwendeten halbfesten Vehikel nicht allgemein und fir alle Zubereitungen bestitigt
werden konnten. Losungsvermittelnde Einflisse durch die gute Loslichkeit von Metronidazol in
PrG (Abbildung 38) waren fir die Zubereitungen mit kristallinem Metronidazol von Bedeutung,.
Entscheidender fiir das Penetrationsverhalten von Metronidazol aus AEMetro-haltigen
Zubereitungen waren der physikalischer Zustand des Arzneistoffs und die Loslichkeit im Vehikel,
die insbesondere durch den Aerogeleffekt und den amorphen Zustand des Metronidazols
bestimmt wurden.

Zur weiteren Klirung dieser Beobachtungen sind fortfithrende Untersuchungen notwendig.
Wasser

Neben der Penetration von PrG wurde auch die von Wasser untersucht. Tabelle 24 zeigt die
Ergebnisse. Eine graphische Darstellung befindet sich in Abbildung 67 des Anhangs.

Die Wasserpenetration war vor allem abhingig von der Grundlage. Basiscreme und Liniment
wiesen eine hohere Penetration als Metrocreme® und modifizierte Basiscreme auf. Allen
Grundlagen mit Ausnahme von modifizierter Basiscreme, die gesondert betrachtet werden soll,
war eine um 60% reduzierte Wasserpenetration bei Verwendung von AEMetro gemeinsam. AR
adsorbieren an ihrer Oberfliche Wasser. Aulerdem nahm die Viskositit der Vehikel durch den
erhohten Feststoffeintrag zu, so dass die thermodynamische Aktivitit des Wassers eingeschrinkt
wurde. Auch die Interaktion des Vehikels selbst mit Wasser war verschieden: Metrocreme” zeigte
die groB3te Bindekapazitit in den Freisetzungsexperimenten (Kapitel D 1.4.4.1) und korrelierend
dazu die geringste Wasserpenetration in die Modellmembran. Demgegeniiber waren aus
Liniment, dem Vehikel mit dem gréBten Anteil frei verfigbaren Wassers, auch bei Verwendung
von AEMetro die Penetration beim Vergleich aller Systeme maximal. Modifizierte Basiscreme
bildete eine Ausnahme: die Wasserpenetration war unabhingig davon, ob kristallines
Metronidazol und AEMetro verwendet wurden. Weder die Konsistenzerh6hung durch das
eingearbeitete AEMetro noch die Abnahme des freien Wassers in der Grundlage oder der héhere

PrG-Gehalt beeinflussten die Penetration.
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Tabelle 24: Ergebnisse der Penetration von Wasser aus verschiedenen Vehikeln in Dodecanol-

Collodiummembranen; n = 3, t = 24 h.

AUC MDT cr m,

[mg ml! h] /h] [mg ml!] [mg ml! ]
Basiscreme DAC
AEMetro
0,6% 501 £ 98 46=%0,5 275148 3,68 = 1,25
0,8% 490 £ 20 43+0,8 26,9 £ 0,8 3,85+ 0,09
1,0% 472 £ 11 47+ 0,5 262115 3,75+ 0,57
Metro
0,75% 888 t 41 5,6 £0,7 427+ 44 6,30 + 0,93
1,0% 796 £ 103 3,8 £0,1 39,7+ 84 6,87 + 1,87
2,0% 719 £ 88 3,6 £03 39,1 £56 5,22 + 0,93
modifizierte Basiscreme
AEMetro
0,6% 548 + 28 3,8+103 26,9 £ 1,7 5,74 + 0,29
0,8% 588 £ 35 3,6 £04 288+ 14 6,51 + 0,56
1,0% 536 £ 64 43+0,5 275114 5,37 + 1,70
Metro
0,75% 494 + 11 3,3+0,8 254119 4,49 £+ 0,25
1,0% 559 £ 20 45+ 0,1 293+ 1,7 456 £0,28
2,0% 573 £ 80 40=x0,4 292143 488 £ 0,37
Liniment
AEMetro
0,6% 554 £ 23 6,3t 18 30,4 £0,3 3,72+ 0,19
0,8% 543 £ 45 42+0,3 29,6 £ 2,6 3,40 = 0,39
1,0% 510 £ 25 46+ 04 285119 3,59 + 018
Metro
0,75% 785 £ 78 4.6+ 0,6 452 1+ 13 5,66 + 2,70
1,0% 837 £ 169 46+ 0,4 55,7 + 31 5,40 + 2,55
2,0% 821 £ 92 41+0,4 427 £ 6,7 6,51 + 0,87
Metrocreme®
AEMetro
0,6% 428 + 25 43+0,1 221+15 4,66 £ 0,09
0,8% 515 £ 38 41+0,3 272+12 484+ 1,14
Metro
0,75% 640 £ 52 39+1,1 31,1 £ 55 8,11 + 0,34
1,0% 741 £ 61 2,6 +0,2 40,0 + 44 7,37 + 0,18
2,0% 662 £ 70 41+0,2 36,1 + 82 6,41 + 1,83

Im Vergleich mit PrG zeigte Wasser ein dhnliches Penetrationsverhalten, wobei ersteres etwas
langsamer penetrierte. Fur die untersuchten Stoffe ergab sich allgemein die Reihenfolge:

Wasser > PrG > Metronidazol.

1.4.45 Penetration von Metronidazol in humanes Statum: corneum

Fir ausgewihlte Systeme wurden Penetrationsstudien in humanes SC durchgefiihrt. Als
Akzeptormedium diente wie bereits in den Dithranol-Penetrationsexperimenten DDw. Die
Auswertung der Metronidazol-, Wasser- und PrG-Penetration erfolgte in Analogie zu den

Experimenten mit der DCM. Trotz des nativen Membranmaterials mit seinen inter- und
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intraindividuellen  Einflussgrolen wurden die FErgebnisse gemittelt (Tabelle 25). Die

entsprechenden graphischen Darstellungen sind im Anhang (Abbildung 68) zusammengestellt.

Tabelle 25: Parameter der Penetration von Metronidazol in verschiedenen Vehikeln in humanes SC,
t=215h.

AUC MDT cr m,

[mg ml" b] [h] [mg ml’] [10° mg ml Ir']
Basiscreme DAC, n =3
AEMetro 0,6% 783 £ 67 68,9 £ 0,9 19,1 £ 104 9,01 £ 8,16
AEMetro 0,8% 628 + 187 79,9 £ 8,7 283 £ 19,1 2,93 £ 1,84
Metro 1,0% 879 £ 150 74,0 £ 4,6 230X£33 5,29 £ 2,48
modifizierte Basiscreme, n = 2
AEMetro 0,6% 619 £ 8,4 64,2 £ 15 15,4 + 10,7 6,18 £ 4,80
AEMetro 0,8% 611 £ 33 71,1 £57 6,23 £ 0,30 12,6 £2,1
Metro 1,0% 916 £ 19 67,5%159 8,56 £ 1,07 231 £41
Liniment, n = 3
AEMetro 0,6% 396 = 21 71,7 £ 1,4 2,89 £ 0,14 2,44 £ 0,31
AEMetro 0,8% 520 = 32 79,2 £22 3,02 £2.21 1,81 £ 1,33
Metro 1,0% 614 = 50 78,2 £ 52 10,4 + 4,47 11,0+ 7,1
Metrocreme® n = 3
Metro 0,75% 610 £ 23 77,1 £20 5,87 £ 0,16 173+ 1,3

Erwartungsgemal3 penetrierte Metronidazol langsamer in die native Membran als in die

Modellmembran (Tabelle 25: m, ). Geringere Metronidazolkonzentrationen im Donator bei

Verwendung der AEMetro (0,6% und 0,8%) resultieren bei Basiscreme in gleich groflen
Gleichgewichtskonzentrationen (c,) wie mit 1% kristallinem Metronidazol erreicht worden waren.
Das Penetrationsverhalten aus beiden Basisctemes war dhnlich, wie in den Werten der AUC zum
Ausdruck kommt. Aus Liniment war die Penetration am geringsten. Die Penetration aus
Metrocreme” als Fertigarzneimittelreferenz entsprach der Basiscreme-Zubereitung mit 0,8%
Metronidazol, eingesetzt als AEMetro.

Die Wasserbande war entweder nahezu konstant (Liniment, Metrocreme®™) oder nahm im Fall
von Basiscreme und modifizierter Basiscreme zunichst ab (Anhang: Abbildung 68), stieg dann
aber entgegen anderen Studien [104] nicht wieder an. Die Endkonzentration war fiir alle Vehikel
nahezu gleich und unbeeinflusst von der Penetration und mdéglicher Lésungsvermittlung anderer
Vehikelbestandteile, insbesondere der Tenside. Vielmehr entsprachen die Gleichgewichts-
konzentrationen dieser Experimente denen der DCM. Da die Abnahme der Wasserbande bei
AEMetro und kristallinem Metronidazol auftrat, war eine Ruckdiffusion in den Donator
aufgrund freier Valenzen der AE auszuschlieBen.

PrG penetrierte in denselben GroBenordnungen wie bei der DCM (Tabelle 26, Anhang:

Abbildung 68). Allein die Penetrationsgeschwindigkeit war, aufgrund der kompakteren Struktur

des SC, durchschnittlich ein Zehntel langsamer (Tabelle 26: m, ).
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Tabelle 26: Parameter der Penetration von Propylenglycol in verschiedenen Vehikeln in humanes SC,
t =215 h, n=3.

AUC MDT ct m,

[mg ml? h] [h] [mg mt!] [mg ml! ]
Basiscrteme DAC, n =3
AEMetro 0,6% 244 + 21 66,21t 43 20,0 £ 45 0,10 £ 0,02
AEMetro 0,8% 204 + 43 75,6 £ 11,9 17,7+ 3,4 0,10 £ 0,05
Metro 1,0% 247 £ 0,2 62,3406 18,2+ 22 0,13 £ 0,04
modifizierte Basiscreme, n = 2
AEMetro 0,6% 272 £ 19 58,0 £ 13,0 17,2+ 0,8 0,27 £ 0,09
AEMetro 0,8% 282+ 45 50,3+ 7,4 103 £ 87 0,74 £ 0,48
Metro 1,0% 240 £ 17 56,3+ 39 14,7+ 0,4 0,16 £ 0,02

Die Sittigung des Akzeptors erwies sich wie bei der Modellmembran als limitierend fiir die
Gleichgewichtskonzentration. Im Vergleich mit Metronidazol erfolgte die Penetration schneller
und erreichte eher den Gleichgewichtszustand. Auch dies ist in Kongruenz mit Ergebnissen der
Modellmembran. Beide Komponenten - Metronidazol und PrG - penetrierten unabhingig

voneinandet.

Alle Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Die Konsistenzerhohung der Zubereitungen durch Einarbeitung von AEMetro war abhingig
vom Gehalt frei verfigbaren Wassers in der Grundlage und beeinflusste die Penetration von
Metronidazol letztendlich nicht. Vielmehr wirkten sich der Aerogeleffekt und der amorphe
Zustand des adsorbierten Arzneistoffs sowie dadurch entstandene tbersittigte Losungen
penetrationsférdernd aus und erhShten die dernale Verfiigbarkeit des Metronidazols. Den
Einflissen des AEMetro standen die Figenschaften der Grundlagen selbst, die ebenfalls die
Penetration des Arzneistoffs (begtinstigend) beeinflussten, gegentiber.

Besonders deutlich wurde die Penetrationsverbesserung durch die Verwendung der AEMetro in
den Experimenten mit der DCM als Barriere. Bei humanem SC stellten sich die Penetrations-
daten weniger differenziert dar. Zuvor durchgefithrte Freisetzungsexperimente hatten
Unterschiede der Grundlagen beztglich der Aufnahme von Metronidazol aufgezeigt, die sich
dann den Ergebnissen der Penetrationexperimente widerspiegelten. Das System Basiscreme/
AEMetro zeigte nicht nur gegeniiber kristallinem Metronidazol eine verbesserte Freisetzung,
sondern auch erhohte Penetrationsraten an Modellmembran und humanem SC. Die geringe
Freisetzung von AEMetro in Metrocreme® fand sich ebenfalls in den geringen Penetrations-
unterschieden zum  Fertigarzneimittel Metrocreme®”  wieder. RAMAN-spektroskopische
Untersuchungen lieen in Kombination mit den Freisetzungsexperimenten den Schluss zu, dass
bei Verwendungen von AEMetro tUbersittigte Losungen des Arzneistoffs im Vehikel entstehen,
die lagerungsstabil sind. Rekristallisationen traten, insbesondere im  Bereich der

Sattigungsloslichkeit, durch den Einsatz von AEMetro verzogert auf.
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Die Penetration von Wasser aus den Grundlagen konnte nur an der Modellmembran beobachtet
werden. Durch die Verwendung von AEMetro wurde sie abgeschwicht, da zum einen die
Silanolgruppen der AE Wasser binden kénnen, zum anderen die Konsistenz der aerogelhaltigen
Zubereitungen hoch war. Die Gleichgewichtskonzentrationen des Wassers bei Verwendung von
DD/Oct oder DDw als Akzeptor entsprachen sich. Losungsvermittelnde Effekte penetrierter
Emulgatoren wurden nicht beobachtet. Ebenso war keine deutliche Korrelation zwischen der
Wasserpenetration und dem PrG-Gehalt des Donators, das tiber einen solvent-drag-Effekt Wasser
in lipophiler Membran und Akzeptor vermitteln konnte [103, 104], erkennbar. Letztendlich
scheinen die thermodynamisch kontrollierte Diffusion und die Einbindung von Wasser in das
Vehikel maf3geblich der Wasserpenetration zugrunde zu liegen.

Unterschiede in der PrG-Penetration in die DCM in Abhingigkeit vom eingesetzten
Vehikelsystem (kristallines Metronidazol/AEMetro) waten festzustellen, aber nicht signifikant
verschieden. Keine Unterschiede bestanden zwischen den beiden Grundlagen Basiscreme und
modifizierte Basiscreme. Die Penetration in humanes SC erfolgte langsamer als in die
Modellmembran, letztendlich aber im gleichen Ausmall. PrG  beeinflusste  die
Metronidazolpenetration im Sinne eines so/vent-drag-Effekts vornehmlich bei Verwendung
kristallinen Metronidazols. Bei AEMetro-haltigen Zubereitungen spielte dieser nur eine
untergeordnete Rolle, da der Aerogeleffekt und der amorphe Zustand des Arzneistoffs die
Penetration bestimmten.

Fortfithrende Studien, die der weiteren Klirung der Beobachtungen und Postulate dienen, sind
daher notwendig.

Die verwendeten Modelle - Freisetzungsexperimente und Penetrationsstudien in DCM sowie
humanes SC - stellten Teilaspekte der Arzneistoffaufnahme in die Haut dar, die genutzt werden
konnen, Rezepturen zu entwickeln und zu optimieren. Alle Modellsysteme wiesen Grenzen auf,
was besonders in der fehlenden Moglichkeit, die Wasserpenetration aus den Vehikeln in humanes
SC zu untersuchen, deutlich wurde.

Nicht zuletzt konnte gezeigt werden, dass die verwendeten spektroskopischen Methoden - FTIR-
ATR- und FT-RAMAN-Spektroskopie - einen Beitrag zur Entwicklung und Charakterisierung
halbfester Zubereitungen leisten kénnen, da mit relativ einfachen Mitteln komplexe Vorginge oz-

line, nicht invasiv und synchron untersucht werden kénnen.
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2 Modellmembranen fiir Diffusionsstudien mittels FTTR-ATR-Spektroskopie

2.1 Entwicklung von Stratum-corneum-Lipidmodellmembranen als Barriere fir ATR-

Penetrations- und Diffusionsstudien

Die Penetrationsexperimente (Kapitel D 1.4.2, 1.4.3, 1.4.4.4, 1.4.4.5) zeigten, dass mit der
lipophilen DCM eine Modellmembran existiert, mit der sich Teileffekte der Penetration durch
das humane SC beschreiben lassen. Fir einfache Formulierungen, wie sie bei Dithranol
verwendet wurden, korrelierten die Ergebnisse von Modellmembran und SC. Komplexe Vehikel,
wie sie bei Metronidazol zum Finsatz kamen, zeigten hingegen unterschiedliche Penetrations-
profile, insbesondere fiir Wasser. Auch der hydrophile Penetrationsweg entlang der Kopfgruppen
der SC-Lipide ist an den lipophilen Modellmembranen nur limitiert darstellbar. Daher sollten die
bereits durch vielfiltige Studien charakterisierten, definiert zusammengesetzten SC-
Lipidmodellmembranen als Barriere fiir Penetrations- und Diffusionsstudien etabliert werden.
Diese Membranen wurden bislang auf Quarzplatten pripariert, so dass zunichst ein geeigneter
Triger gefunden werden muflte. Danach galt es, eine geeignete Priparationsmethode zu
entwickeln, die reproduzierbare Membranen liefert, und erste Diffusions- sowie Penetrations-
experimente durchzufiihren. Als Trigermaterial wurden mittels Track-Efch-Technik hergestellte
Filter aus Polycarbonat und Polyethylenterephtalat (PET) ausgewihlt, da diese definierte Poren
aufwiesen und gegentiber dem verwendeten Losemittelgemisch Chloroform/Methanol 1/1
bestindig waren.

Als Donator fir nachfolgende ATR-Diffusionsexperimente diente eine 10%ige Harnstofflosung,.
Diese Auswahl erfolgte aus verschiedenen Ubetlegungen heraus, nachdem erste Experimente
gezeigt hatten, dass die Membran mit verschiedenen Lipiden und Tensiden interagiert.
Beispielsweise 16sten unterschiedliche Mikroemulsionen die Lipide innerhalb kiirzester Zeit vom
Triger. Ahnliches wurde fiir Vehikelkomponenten von Basiscreme DAC und Liniment
beobachtet. Das letztendlich gewihlte System war zum einen sehr einfach, so dass keine
zusitzlichen Effekte durch das Vehikel oder einzelne Vehikelkomponenten zu erwarten waren,

zum anderen bestanden Referenzdaten fiir humanes SC und bovine Hufmembranen [55].

2.1.1 Diffusion von Harnstoff durch verschiedene Polycarbonatfilter

Mit der Zielstellung geeignete Filter zur Beschichtung zu selektieren, wurde der Einfluss von
Porengrofle, Filterdicke und Porenanzahl anhand der Diffusion von Harnstoff in wissriger
Losung durch unterschiedliche Polycarbonatmembranen der Firma Avestin® untersucht. Neben

den Diffusionsstudien waren andere Faktoren bei der Trigerauswahl zu bedenken. Eine zu
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geringe PorengroBe verursacht aufgrund von Spreitungseffekten und Benetzungsproblemen

ebenso inhomogene Beschichtungen wie sehr groBle Poren, die nicht vollstindig von der

Lipidmischung ausgefiillt werden.

Als Parameter zur Beurteilung wurden AUC,__,
beschreibt nun nicht die Verweildauer des Arzneistoffs im Vehikel, sondern die mittlere

MDT und der ty,-Wert ausgewihlt. Die MDT

Verweilzeit ,,in“ der Membran. Die Berechnung von ty, erfolgte mit Hilfe des logistischen
Kurvenfits (Kapitel C 7). Zur Bestimmung der Parameter wurden beide Harnstoff-assoziierten

Banden (1122 - 1192 cm™ und 1402 - 1503 cm™) zeitabhingig integriert und auf den auftretenden

Minimal- bzw. Maximalwert (I, =0 und |, =1) normiert. Die Ergebnisse beider Banden

unterschieden sich nicht.
Abbildung 41 zeigt reprisentative Spektren einer Messung zu verschiedenen Zeitpunkten und

beispielhaft Diffusionskurven fiir Avestin®-Filter mit einem Porendurchmesser von 50 nm,

400 nm und 5000 nm.
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Abbildung 41: links: FTIR-ATR-Spektren des Donators sowie des Akzeptorkompartiments bei der
Diffusion von Harnstoff in Wasser durch einen Avestin®-Filter mit einem Porendurchmesser von 5000 nm
zu verschiedenen Zeiten; die ausgewerteten Banden sind markiert: blau: Metalldiffusionszelle 7 mm,
Integration und nachfolgende Normierung; griin: Teflondiffusionszelle, multivariate Analyse; rechts:
Diffusionskurven fiir Expetimente mit unbeschichteten Avestin®-Filtern verschiedener Porengréf3en.

In Tabelle 27 sind die Parameter der verschiedenen Diffusionsexperimente den Filterdaten

gegeniibergestellt. Neben der Membrandicke bestimmten Porengrofle und Porenanzahl die

Barriereeigenschaften der Filter. Da Harnstoff einen sehr kleinen Molekiilradius aufweist, waren

GroBenausschluss- und Siebeffekte ausgeschlossen.

97



ERGEBNISSE UND DISKUSSION: Modellmembranen fiir Diffusionsstudien mittels FTTR-ATR-Spektroskopie

Tabelle 27: Parameter der Diffusionsexperimente von Harnstoff durch Avestin®-Filter verschiedener
Porengréfien nach 97 min (d = 19 mm, A = 2,84 cm?).

dpore h Porenpro \/, Ao n AUChorm MDT ts0
[nm] ] c? ™ [min] [min’] [min]
VFiIter AFiIter
(%] (%]
50 55 600 000 000 1,5 1,18 8 82,9 £ 0,5 11,8 £ 0,5 17,4 £ 0,4
100 55 300 000 000 3,0 2,36 4 83,9 £0,3 10,9 £ 0,3 16,0 £0,2
200 9,5 300 000 000 12 9,42 6 84,4 £ 0,5 10,4 £ 0,4 14,8 £0,2
400 9,5 100 000 000 16 12,6 6 84,9 £ 0,6 9,85+ 0,4 13,9 £ 0,4
1000 11 30 000 000 30 23,6 10 843 +0,5 10,3 £ 0,5 14,9 £ 0,4
5000 11 1 000 000 25 19,6 6 80,5 £ 0,5 143 £ 0,5 21,9 £0,7

* Die Schichtdicke der Filter wurde an 10 verschiedenen Messpunkten der Filter bestimmt, die Standardabweichung
betrug fiir alle Filter £ 0; ** Herstellerangabe.

Von 50 nm bis 400 nm nahm mit zunehmendem Porendurchmesser die AUC zu sowie MDT

und tg, ab. Fine weitere Groé3enzunahme der Poren fithrte dann zum gegenteiligen Ergebnis: die
AUC,,,, wurde geringer, MDT und t;, groBer. Membranen mit 200 nm und 1000 nm
Porendurchmesser beeinflussten die Harnstoffdiffusion dhnlich (ANOVA-Test nicht signifikant),
obwohl sie sich nicht nur in der Porengrofle, sondern auch in der Membrandicke und
Porenanzahl unterschieden. Der zunehmende Diffusionsweg wirkte sich weniger aus, da die
Porenfliche, d.h. die zur Diffusion zur Verfugung stehende Fliche, gleichzeitig tiberproportional
zunahm. Der Unterschied zwischen 1000 nm und 5000 nm Porengré3e (p > 0,01) war wie folgt
zu erkliren: Bei gleich bleibender Filterhohe nahm die fir die Diffusion zur Verfiigung stehende
Porenfliche ab (Tabelle 27, prozentuale Porenfliche), so dass die Harnstoffdiffusion verlangsamt
wurde. Filter der PorengroBle 400 nm wiesen die geringsten Barriereeigenschaften fir die
Harnstoffdiffusion auf, Filter mit 5000 nm Poren die grof3ten. Einerseits war die Diffusionsfliche
des 400 nm Filters im Vergleich zu Filtern geringerer Porengréfle (50 nm und 100 nm) wesentlich
groBBer, andererseits nahm der Diffusionsweg ab 1000 nm Porengrofle weiter zu, wobei
gleichzeitig die prozentuale Porenfliche geringer wurde. Zudem wurden herstellungsbedingte
Porentiberlappungen beobachtet, die zu diskutieren sind. Je kleiner die Poren, desto hoher war
die Wahrscheinlichkeit, dass solche Uberlappungen auftraten. Abbildung 42 zeigt beispielhaft die
elektronenmikrokopische Aufnahme eines Avestin®-Filters (1000 nm) Die Bildauswertung ergab
eine bimodale Verteilung mit einem Maximum bei 0,9 -0,95um Porendurchmesser,

entsprechend der deklarierten PorengroBe, und einem weiteren, kleineren Maximum bei 1,5 -

1,55 um, das die iiberlappenden Poren charakterisierte.
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Abbildung 42: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Avestin®-Filters in zwei verschiedenen
Vergroflerungen und das Histogramm der zugehorigen Bildauswertung (AnalySIS auto, Olympus,
Hamburg, Deutschland). Gut zu erkennen sind die herstellungsbedingten nahezu kreisrunden Poren und
Poreniiberlappungen.

Fir nachfolgende Beschichtungen wurden Filter verschiedener Porendurchmesser ausgewihlt.

Avestin®-Filter mit 200 nm Porenweite erwiesen sich dabei als besonders geeignet.

2.1.2  Voruntersuchungen zur Beschichtung der Triger mit der Lipidmischung:
Optimierung der Membranpriaparation durch DSC- und FT-RAMAN-

spektroskopische Studien

Avestin®-Filter und ThinCert™-Zellkultureinsitze wurden mit verschiedenen Lipidmischungen
beschichtet, um den Einfluss der Lipidzusammensetzung auf die Barriereeigenschaften beziiglich
der Harnstoffdiffusion aus wissriger Losung zu untersuchen.

Bereits der Schritt der Lipidauftragung erwies sich als kritisch fir die Qualitit der resultierenden
Membranen. Im Gegensatz zum planaren Quarzplattenmodell der Rontgen- und
Neutronenstreuuntersuchungen erschwerte die Porenstruktur des stabilisierenden Filters
nachtrigliche Umordnungen und Orientierungen in der Annealing-Prozedur. Nach ersten
Versuchen der Auftragung bei Raumtemperatur war fiir die Basismischung Cet[AP]/Chol/PA/
Chols (55/25/15/5) offensichtlich, dass bei erthohten Temperaturen homogenere Membranen
entstechen. Die Frage nach der geeigneten Temperatur und ggf. weiteren notwendigen
Bedingungen fithrte zunichst zum FEinsatz einer wasserdampfgesittigten Atmosphire wihrend
Auftragung und Trocknung der Lipidmischung und im Folgenden zu dem Postulat, dass das
Schmelzen der enthaltenen Fettsdure fir die Ausbildung gleichmiBliger Membranen wichtig ist.
Diese These wurde durch die Studien von BOUWSTRA e¢f a/. [113] gestutzt, die bei Anwesenheit
von freien Fettsiuren die Umwandlung hexagonaler in orthorhombische Strukturen und die
Bildung von flissigen Phasen nachgewiesen haben.

Um geeignete Temperaturschemata zur Ausbildung homogener Membranen zu ermitteln,
wurden DSC und FT-RAMAN-Spektroskopie durchgefiihrt. RAMAN-spektroskopische

Untersuchungen in Abhingigkeit von der Probentemperatur sind eine etablierte Methode zur
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Charakterisierung von Lipiden [157]. Mit Hilfe der aufgenommenen DSC-Thermogramme
wurden die Temperaturintervalle vorgewihlt. AuBlerdem dienten die Uberginge in den
Thermogrammen selbst als erster Hinweis auf die zu wihlende Temperatur bei der
Membranpriparation wihrend der Evaporation des Lésemittelgemischs.

Fur die Basismischung erwies sich eine Priparationstemperatur von 65°C bis 70°C als geeignet.
Durch weitere Temperaturerhéhung verschlechterte sich die Homogenitit der Membranen
wieder. Aus den DSC-Thermogrammen der Einzelsubstanzen (Abbildung 43: A-C) geht der
Schmelzpunkt der Palmitinsdure (PA) mit 63°C hervor. Auch das erste Aufheizen der DSC-
Kurve der quartiren Mischung zeigte diesen Ubergang. In einem weiteren untersuchten System
(sog. Cet[EOS]-Mischung), bestehend aus Cet[EOS]/[AP]/Chol/BA (23/10/33/33), war die
optimale Priparationstemperatur 85 - 90°C. Bei tieferen Temperaturen gelang es nicht,
homogene Membranen herzustellen. Behensdure hat einen Schmelzpunkt von 82°C. Im
Gegensatz zur Basismischung traten bereits beim ersten Aufschmelzen nicht mehr die fir die
Einzelsubstanzen charakteristischen Uberginge auf, sondern das Thermogramm zeigte, dass
bereits wiahrend der Losemittelevaporation (bei Raumtemperatur) eine neue Mischung
entstanden war, die ein anderes Temperaturverhalten aufwies als von der physikalischen
Mischung der Einzelsubstanzen zu erwarten war. Diese Membranzusammensetzung war zudem
weniger anfillig fir Entmischungserscheinungen als die Basismischung, die durch Cholesterol-
separationen gekennzeichnet war, obgleich durch den Zusatz von Cholesterolsulfat die
Entmischungstendenz verringern werden sollte [112].

Durch das erste Autheizen entstanden Mischungen, die in den weiteren Temperaturzyklen durch
eigene spezifische Uberginge charakterisiert waren. Expetimente mit verringerten Aufheiz-
temperaturmaxima wurden daher fir die Basismischung und die zugehérigen terniren Systeme
durchgefiihrt. Veranderungen im Vergleich zum zweiten und dritten Aufheizen tber den
gesamten Temperaturbereich bis 100°C wurden nicht beobachtet. Dies stiitzte ebenfalls die
These von der Bedeutung, im Fall der Basismischung die Palmitinsdure bereits wihrend der
Praparation in die Schmelze zu tberfiihren.

Die Uberginge des zweiten und dritten Temperaturzyklus sind wichtig fiir eine Optimierung der

Apnnealing-Temperatur, sollen aber nicht weiter betrachtet werden.
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Abbildung 43: DSC-Thermogramme des mehrmaligen Aufheizens der Einzelsubstanzen (A-C) und der
quartiren Systeme (D: Cer[AP]/Chol/PA/Chols 55/25/15/5 und E: Cer[EOS]/[AP]/Chol/BA
23/10/33/33); Heizrate 5 K min-.,

Durch zusitzliche Anwendung der FT-RAMAN-Spektroskopie sollte der Ordnungszustand der
Lipidketten durch mehrmaliges Aufheizen, das Trocknung und nachfolgende Annealing-Zyklen
modellierte, weiter untersucht werden. Die Auswertung beschrinkte sich auf Kernaussagen und

war auf die Banden der symmetrischen und antisymmetrischen Valenzschwingung der CH,-

Gruppe zwischen 2800 cm™ und 3000 cm™ fokussiert. Die Position der Ve, gm bel 2832 cm’!

bis 2866 cm” beschreibt den Ordnungszustand der Alkylketten [201, 202]. Diese sind umso

geordneter, je niedriger die Bandenposition ist. Der Anteil der antisymmetrischen
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Valenzschwingung (2867 - 2912 cm™) an der Gesamtintensitit der CH,-Bande (2800 - 3029 cm™)
beschreibt die hochgeordnete #ans-Konformation der Alkylketten [203, 204]. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Verinderung von symmetrischer (links) und antisymmetrischer (rechts) CHoa-
Valenzschwingung beim mehrmaligen Erhitzen von Lipidmischungen; oben: Cer[AP]/Chol/PA/Chols,
unten: Cer[EOS]/[AP]/Chol/BA, schwarz: 1. Aufheizen, blau: 2. Aufheizen, rot: 4. Aufheizen; die
Ruhezustinde nach dem jeweiligen Temperaturzyklus sind durch offene Symbole dargestellt.

Die Intensitit der V die mit dem Auftreten von frans-Konformeren korreliert, wurde

CH, (asym) >
beim Erwirmen der Probe geringer. Daraus ergibt sich die Zunahme von gauche-Konformeren
und in der Folge die Abnahme des Ordnungszustands. Beim Vergleich beider Modellsysteme fiel
auf, dass die Basismischung bei 90°C des ersten und zweiten Aufheizens noch weiteren
Verinderungen unterlag, wohingegen bei der Cer[EOS]-Mischung ab 85°C keine Anderungen

der Lipidkettenkonformation zu verzeichnen waren. Der maximal-ungeordnete Zustand war

erreicht (Plateau der Vy (g bei 2852 cm™). Erst beim vierten Aufheizen der Basismischung

deutete sich ein Plateau bei dieser Temperatur an, wobei die Gleichgewichtsposition unter der der
Cer[EOS]-Mischung lag. Das System blieb also weiterhin ,,geordneter. Bei der Cer[EOS]-
Mischung waren die Strukturumwandlungen des wiederholten Aufheizens zu geringeren

Temperaturen verschoben, wohingegen die Basismischung bei gleichen oder hdoheren
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Temperaturen Uberginge zeigte. Durch Beobachtungen wihrend des Annealing-Zyklus werden
diese Ergebnisse gestiitzt. Membranen mit der Basismischung wurden oftmals einem weiteren
Annealing-Zyklus unterzogen, um ihre Homogenitit zu verbessern. Die bereits beschriebenen
Mischungsschwierigkeiten der Basismischung kamen ebenfalls in den RAMAN-Untersuchungen
zum Ausdruck, wo sie in langsamen und geringen Verinderungen der CH,-Schwingungsmodi
resultierten, die zum Teil zu hoheren Temperaturen verschoben waren.

Ebenso relevant waren Bandenposition und Bandenverhiltnis nach dem Wiedererreichen der
Raumtemperatur und nach 12-stindiger Lagerung bei selbiger, da dies den Zustand der
Lipidmischung auf dem Filter nach abgeschlossener Priparation beschreibt. Die Basismischung
erreichte nach dem ersten Aufheizen ihren Ruhezustand wieder, wohingegen die Cer[EOS]-

Mischung diesen nicht sofort wiedererlangte, sondern zunichst einen hochgeordneteren Zustand

(Von,(gm = 2845 cm’) zeigte.

2.1.3 Beschichtung verschiedener Trigermaterialien

Polycarbonatfilter Avestin®

Fir die Beschichtung mit SC-Lipiden (Basismischung) wurden zunichst Avestin®-Filter mit
200 nm Porendurchmesser ausgewahlt. Die Porenweite war nicht so gering, dass
Benetzungsprobleme beim Auftragen der Lipidmischung auftraten und nicht so grof3, dass
Schwierigkeiten beim Uberspannen und/oder Ausfiillen der Poren entstanden, die zu
Inhomogenititen der Modellmembran fithrten. Avestin®-Filter anderer Porendurchmesser
wurden ebenfalls beschichtet. Die resultierenden Beschichtungen waren jedoch weniger
homogen.

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der Lipidmenge auf Membrandicke und -
homogenitit untersucht. Dafiir wurden unterschiedliche Volumina der Lipidmischung
aufgetragen und entsprechend getrocknet. Lipidmengen unter 200 ul fithrten zu keiner
vollstindigen Bedeckung der Filterfliche. Tabelle 28 zeigt die ermittelten Schichtdicken von

Membranmitte h, und Membranrand h, nach dem Annealing.

Tabelle 28: Membrandicke beschichteter Avestin®-Filter (Potendurchmesser 200 nm, Basismischung
Cer[AP]/Chol/PA/Chols 55/25/15/5); es wurden je 10 Messpunkte in der Membranmitte (h;) und am
Membranrand (h,) bestimmt.

Auftragungsvolumen  Membrananzahl h; h,
] Jum] Jum]
200 13 132+ 1,1 32,0 £8,0
400 4 12,6 £ 0,5 56,0 £ 9,9
600 1 16,2+ 24 57,0 £5,0
800 3 155+ 1,1 105 £ 33
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Es bestand kein Unterschied in der mittleren Schichtdicke im Filterzentrum zwischen 200 und
400 pl Auftragsvolumen. Eine weitere Verdopplung auf 800 ul resultierte in der Zunahme der
Schichtdicke, sowohl in Membranmitte als auch am Membranrand, inklusive Inhomogenitats-
zunahme wie die starke Streuung der Messwerte zeigte. Unreprisentativ war die Membran mit
600 ul Lipidvolumen. Die Membrandicke entsprach der der 800 ul Beschichtung bei geringerer
Randschichtdicke h,.

Die Schichtdicke h; in dem fiir die Messung relevanten Mittelbereich der Membran nahm mit
steigendem  Auftragsvolumen der Lipide nicht kontinuierlich, sondern sprunghaft zu.
Demgegentiber wuchs die Membrandicke des Randes mit zunehmender Lipid-menge. Die Lipide
ordneten sich zunichst in maximaler Packungsdichte an, Uberflissige Lipide lagerten sich am
Giel3zellenrand ab, wobei es dort verstirkt zu Kristallisationseffekten kam. Kristalle waren visuell
erkennbar und fihrten zur drastischen Erhéhung der Schichtdicke h, und deren Varianz. In
Abbildung 45 sind verschiedene beschichtete Filter abgebildet. Der weile Rand der Filter wurde
durch die Einfassung der TeflongieBzelle nicht mit Lipidmischung bedeckt. Dem schlof3 sich ein
Bereich an, der durch Lipidtropfchen und -kristalle gekennzeichnet war. Fur

Diffusionsuntersuchungen wurde nur der mittlere, opake Membranbereich verwendet.

Abbildung 45: Verschiedene, mit Basismischung beschichtete, Avestin®-Filter (A-C), gut zu erkennen sind
die opake Membranmitte (A und B) sowie Lipidtropfchen und -kristalle um diesen mittleren Bereich.

Neben dem Porendurchmesser beeinflusste auch das Auftragsvolumen die Membranqualitit. Ein
gleichmiBiger Lipidfilm mit geringer Randinhomogenitit wurde bei Avestin®-Filtern mit 200 nm

Porendurchmesser und 200 ul Lipidmischung erhalten.

Polyethylenterephtalat-Zellkultureinsitze ThinCert™

Die Cer[EOS]-haltige Lipidmischung konnte nicht auf Avestin®-Filter in der Teflonhalterung
prapariert werden, weil die erforderliche Praparationstemperatur aufgrund der schlechten
thermischen Leitfahigkeit in der Zelle nicht erreicht wurde. Daher wurden Greiner Zellkultur-
einsitze ThinCert™ als Triger verwendet, deren Schichtdicke 25 um betrug und deren Kapillar-

poren einen Durchmesser von 400 nm hatten.
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Um den Einfluss der aufgetragenen Lipidmenge zu untersuchen, wurden verschiedene
ThinCert™ mit 500 pl, 1000 ul und 1500 pl der Basismischung sowie der Cer[EOS]-Mischung
beschichtet. Die groflere Oberfliche und bessere Luftzirkulation im Vergleich mit der Teflonzelle
begiinstigten eine gleichmifBige Losemittelevaporation ebenso wie die einheitlichere
Wirmeverteilung, so dass weniger Randerscheinungen in Form von Lipidtrépfchen oder
Kristallen auftraten. Diese konnten weiter reduziert werden, indem der ThinCert™ gleich nach
Evaporation des Losemittelgemischs auf den Kopf gestellt und in dieser Position weitere 15 min
bei der Pridparationstemperatur im Trockenschrank belassen wurde. Abbildung 46 zeigt die
Schichtdicken der mit unterschiedlichen Lipidmischungen und -volumina beschichteten

ThinCert™ drei Tage und zehn Tage nach der Priparation.

Cer[AP]/IChol/PAIChols Cer[EOS]/[AP]/IChol/IBA
50 o

40 -

30

20

Schichtdicke [um]

10 A

Lipidvolumen [pl]

Abbildung 46: Lipidvolumen und Schichtdicke beschichteter ThinCert™ drei Tage (weil3) und zehn Tage
(grau) nach dem Annealing-Prozess; links: Cer[AP]/Chol/PA/Chols, rechts: Cer[EOS]/[AP]/Chol/BA;
Lipidvolumina: 500 ul (n = 3), 1000 pl (n = 1), 1500 pl (n = 5); die Schichtdicke der einzelnen Membranen
wurde an jeweils 15 Messpunkten bestimmt.

Alle Membranen verinderten sich wihrend der Lagerzeit weder optisch noch hinsichtlich der
Schichtdicken (ANOVA-Test nicht signifikant). Bei der Basismischung nahm die Membrandicke
bei Verdopplung des Lipidvolumens von 500 pl auf 1000 ul deutlich zu, wohingegen eine weitere
Erhéhung auf 1500 pl zu keiner weiteren Zunahme fithrt. Die Lipide ordneten sich dichter an, so
dass die Packungsdichte erhoéht wurde und die Gesamtdicke unverindert blieb. Die
Schichtdicken der Membranen mit der Cer[EOS]-Mischung waren nahezu unabhingig vom
Applikationsvolumen der Lipidmischung. Zwischen 1000 pl und 1500 pl Lipidmischung bestand
kein Unterschied, mit 500 ul war die Schichtdicke tendenziell etwas geringer (ANOVA-Test nicht
signifikant).

Im direkten Vergleich waren die Cer[EOS]-haltigen Membranen, vor allem bei Betrachtung der
500 ul Auftragungsmenge, etwas dicker als jene mit der Basismischung. Dies deckte sich mit den
Ergebnissen von KESSNER e¢# a4/, die fir die Basismischung einen Wiederholabstand von
45,6 £ 0,04 A bestimmt haben [115]. SCHROTER ¢ a/. ermittelten fiir die Cer[EOS]-Mischung
einen Wiederholabstand von 48,3 + 0,1 A [117].
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Ein Applikationsvolumen von 1500 pl Lipidmischung wurde fiir diesen Trager als optimal

angeschen.

2.1.4 Diffusion von Harnstoff durch Lipidmodellmembranen

Avestin®-Filter - Cet[AP]/Chol/PA/Chols

Abbildung 47 zeigt die Diffusion von Harnstoff durch beschichtete Avestin®-Filter mit einem
Porendurchmesser 200 nm und einem Lipidauftrag von 200 ul. Die Diffusionsgeschwindigkeit
war erwartungsgemill abhingig von den Schichtdicken der Membranen. Die ty-Werte
veranschaulichten diese Abhingigkeit: ty, der unbeschichteten Filter betrug ca. 15 min, mit

zunehmender Dicke der Beschichtung nahm dieser Wert auf mehrere Stunden zu. Der Fit der
Daten (Microsoft Excel 2002) ergab: y =12"x""mit R*=0,9932, woraus ecine gewisse

Analogie mit dem 2. FICKschen Diffusionsgesetz zu erkennen war.

10
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t N
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4+ 125+0,4um )
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Abbildung 47: Diffusion von Harnstoff in wissriger Losung durch lipidbeschichtete Avestin®-Filter
unterschiedlicher Schichtdicke (n =2) im Vetgleich zum unbeschichteten Avestin®-Filter (n = 6); links:
normierte Diffusionskurven (Imax = 1), rechts: graphische Darstellung der tg-Werte.

ThinCert™ - Cer[AP]/Chol/PA/Chols und Cer[EOS]/[AP]/BA/Chol

Die Grof3e des Zellkultureinsatzes legte einen Wechsel der Diffusionszelle nahe. Bei Verwendung
der kleineren Teflonzelle konnten, im Gegensatz zur Metallzelle, in die jeweils ein Avestin®-Filter
genau eingespannt wurde, aus einem beschichteten ThinCert™ zwei oder auch drei Membranen
gestanzt werden. Die Kalibrierung der Harnstoffkonzentrationen im Akzeptor ermoglichte es,
auch Messungen, die nicht bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustands durchgefihrt
wurden, zu fitten und mit Hilfe dieser Daten die entsprechenden Parameter zu bestimmen. In
Abbildung 48 sind beispielhaft Diffusionskurven, ihre Fits sowie die normierten Daten

gegeniibergestellt.
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Abbildung 48: Diffusion von  Harnstoff durch  verschieden beschichtete ThinCert™
(Cer[AP]/Chol/PA/Chols (schwarz/rot 500 pl/1500 ul), Cet[EOS]/[AP[/Chol/BA (blau, 1500 pl); links:
Konzentration-Zeit-Diagramm, rechts: normierte Darstellung mit Coex = Caonyy =15 die Messwerte werden

durch geschlossene Symbole, die Daten des logistischen Kurvenfits durch offene Symbole dargestellt.

Die Parameter der Messungen sind in Tabelle 29 gegeniibergestellt. Harnstoff diffundierte mit
zunehmender Membrandicke langsamer durch die Membranen mit Basismischung
unterschiedlicher Volumina; MDT und tg, verdoppelten sich nahezu bei Erhohung des
aufgetragenen Lipidvolumens von 500 ul auf 1500 pl. Im Vergleich mit der Basismischung nahm
die Harnstoffdiffusion bei der Beschichtung mit der Cer[EOS]-Mischung ab. Die Erhohung der
MDT- und tg-Werte und die Abnahme der AUC verdeutlichten dies. Cer [EOS] wurde bereits
als essentiell fiir die Barriereeigenschaften des SC beschrieben. Die abnehmende Durchlissigkeit
fir Harnstoff deckte sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls fiir

Cer[EOS]-haltige Membranen verlangsamte Diffusionen dokumentierten [131].

Tabelle 29: Parameter der Diffusion von Harnstoff durch verschiedene kiinstliche Lipidmembranen,
t = 2500 h (beschichteter ThinCert™) oder t = 680 min (ThinCert™), n = 2.

Membran B um) AUC [7 Ir] MDT '] t50 /1]
Basis — 500 pl 264+ 14 2377 £ 10 123 + 10 162+ 14
Basis — 1500 pl 34,0 + 5.6 2280 + 31 220 + 31 2945 + 40
EOS — 1500 pl 447422 1995 + 22 505 + 22 665 + 63
ThinCert™ 250 + 0,0 523+ 7,50 % min! 158 + 7,9 min’! 257 + 11 min

Mit Hilfe des logistischen Kurvenfits und der daraus berechneten Verzégerungszeit t,, sowie

lag

der Schichtdicke der Membran h konnten die Diffusionskoeffizienten fiir Harnstoff nach Gl. 6

2
D= 6? Gl. 6 [48]

lag

geschitzt werden. Fir die Cer[EOS]-Mischung ergaben sich 5,6 + 1,210" em®s”, fiir die
Basismischung 0,62 + 0,53 10" cm” s'. HARTMANN hatte bei vollhydratisierten humanen SC-

Proben Diffusionskoeffizienten im Bereich von 0,6 10" cm®s™ bis 6,0 10" cm® s ermittelt [55].
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SC-Lipidmischungen konnten unter geeigneten Bedingungen auf Avestin®-Filter oder
ThinCert™-Zellkultureinsitze aufgetragen werden.
Entscheidend fiir die Ausbildung homogener Membranen waren:

1. die Priparationstemperatur, die durch den ersten exothermen Ubergang des ersten
Aufheizens der Mischung - zumeist der Schmelzpunkt der enthaltenen Fettsdure -
determiniert wurde und

2. eine wasserdampfgesittigte Atmosphire, die die hydrophilen Kopfgruppen ausreichend
hydratisierte und damit die Anordnung in multilamellaren Schichten begiinstigte.

Je nach Lipidzusammensetzung wurde die Harnstoffdiffusion unterschiedlich stark gehindert.
Cet[EOS]/[AP]/BA/Chol-Mischungen setzten die Diffusion stirker herab als Cer[AP]/Chol/
PA/Chols-haltige Membranen. Erstere Membranen wiesen zudem eine groere Schichtdicke und
bessere Reproduzierbarkeit auf als Membranen mit der Basismischung.

Ein Nachteil der Lipidmodellmembranen ist ihre Eigenschaft, sich in sehr vielen Komponenten
flissiger oder halbfester Vehikel zu losen. Dies schrinkte bislang die Verwendung der
Lipidmembranen stark ein. Mdégliche Vehikel sollten auf wissriger Basis aufgebaut sein (z.B.
Hydrogele) und keine Emulgatoren oder Komponenten wie PrG enthalten, da diese mit der
Lipidschicht interagieren. Auch die Akzeptorauswahl ist aus diesen Grinden eingeschrankt.
Zudem sollte beim Akzeptor beachtet werden, dass dieser Wasser enthilt, um den

Hydratisierungszustand der Lipidkopfgruppen zu erhalten.

2.2 Etablierung boviner Hufmembranen als Barriere fiir ATR-Diffusionsstudien an

therapeutischen Nagellacken

Arzneistoffbeladene Aerogele stellen den jeweiligen Arzneistoff in einer thermodynamisch
giinstigen Form als stabile tbersittigte Losungen zu Verfiigung. Therapeutische Nagellacke
werden als innovative drug-delivery-Systeme beschrieben, in denen der jeweilige Arzneistoff nach
dem Auftragen des Lackes auf die Nagelplatte und dem Verdunsten des Losemittels in der
Polymermatrix ebenfalls in maximaler thermodynamischer Aktivitit vorliegt. Auch
Ubersittigungsphinome werden vielfach diskutiert [67]. Daher war es naheliegend,
antimykotische Nagellacke und Cremezubereitungen hinsichtlich ihrer Diffusionseigenschaften
zu vergleichen, zumal erste Erfahrungen mit der FTIR-ATR-Diffusionszelle unter Verwendung
boviner Hufmembranen in der Arbeitsgruppe vorlagen [55]. Amorolfin-HCI und Ciclopirox als
gingigste Arzneistoffe der topischen antimykotischen Therapie wurden in Form der
Fertigarzneimittel Loceryl® (Amorolfin-HCI) und Batrafen® (Ciclopirox) untersucht.

Zunichst sollen einige grundlegende Probleme betrachtet und Losungsvorschlige prasentiert

werden:
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Nigel und bovine Hufmembran weisen elektrische Ladungsschwerpunkte auf und
reagieren pH-empfindlich. Die verringerte Permationsrate geladener Molekiile wird daher
in der Literatur verschiedentlich beschrieben. Als mogliche Einflussfaktoren werden
zunehmender Molekiilradius, Ionenstitke und elektrostatische Repulsion/DONNAN-
Effekt kontrovers diskutiert [68, 82, 86]. Die Verwendung von destilliertem Wasser als
Akzeptor in der Diffusionszelle ist daher kritisch, die Auswahl eines geeigneten
Puffersystems essentiell. Eine weitere Notwendigkeit des Puffersystems ergibt sich aus
den verwendeten Arzneistoffen. So weist Ciclopirox(-Olamin) in wissriger Losung einen
stark basischen pH-Wert auf, der den ZnSe-ATR-Kristall zerstoren wiirde. Auch die
Eigenschaften der Membran wiirden durch den Arzneistoff verindert werden. Allein die
Keratinschwellung selbst ist pH-abhingig (acid > neutral > basisch [69]). Iz wivo sind
solche Effekte nicht zu befurchten, da bereits physiologisch ausgleichende Puffersysteme
vorliegen. Neben der Pufferkapazitit und dem Pufferbereich spielt die Zusammensetzung
eine entscheidende Rolle, da es zu vielfiltigen Bandeniiberlagerungen von
Lackkomponenten, Pufferbestandteilen und dem Arzneistoff im IR-Spektrum kommen
kann. Der Puffer sollte daher im Bereich von pH 6 - 7 liegen und mdéglichst einfach und
wenig IR-aktiv zusammengesetzt sein. Neben Citratpuffern wurden SORENSEN-Puffer
eingesetzt.

Die Polymere der antimykotischen Nagellacke quellen beim Kontakt mit Wasser,
Loceryl® mehr als Batrafen® [205]. Damit dnderte sich der Donator wihrend der Messung
entscheidend. AuBlerdem entzogen die Lacke der hydratisierten Membran Wasser und
entwickelten eine Dochtwirkung, die letztendlich zum Auflésen des ILackes und
Austrocknen des Akzeptors fihrte. Diese Effekte lassen sich durch Erhéhung der
Viskositat des Akzeptors sowie der Affinitit des Wassers zum Akzeptor durch Zusatz
von Hydrogelbildnern oder Quellstoffen reduzieren. An diesen Zusatz werden
verschiedene Anforderungen gestellt: Er soll gut das Wasser binden, die Diffusion der
Arzneistoffe nicht durch zusitzliche Interaktionen beeinflussen und moglichst IR-inaktiv
sein. Verschiedene organische und anorganische Hydrogelbildner wurden beztglich ihrer
Wasserbindungskapazitit und ihrer IR-Eigenschaften in separaten Experimenten
untersucht. Dafiir wurde eine definierte Hydrogelmenge auf einen ATR-Kiristall
aufgetragen. Anhand der erhaltenen ATR-Spektren konnte zeitabhingig die Abnahme der
Wasserbanden und die Zunahme der Banden des Gelbildners verfolgt werden. Die
Ergebnisse der Experimente werden im Kapitel D 2.2.1 dargestellt. Aerosil® erwies sich

als geeigneter viskosititserh6hender Zusatz.
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Die ATR-Diffusionszelle aus Metall begiinstigte die Dehydratation der Hufmembran. Die
Membran hatte an den Rindern Kontakt zur Umgebung und wurde durch den
Dichtungsring gehalten und gequetscht. So entstand eine Sogwirkung, die das Wasser
verdunsten lief3. Mit der Entwicklung der in sich geschlossenen Teflonzelle konnten diese
Effekte reduziert werden [Abbildung 14].

Auch im Donorkompartiment sollte eine wasserdampfgesittigte Atmosphire herrschen,
da die bovine Hufmembran stark zum Austrocken neigt [Tabelle 3: TOWL]. Dies konnte
durch Einbringen eines wassergetrinkten Zellstoffs in die Donatorabdeckung erreicht
werden. Andernfalls konnte ein Austrocknen der Hufmembran und in der Folge des
Akzeptors auch durch Verwendung der Teflonzelle nicht vollstindig unterbunden
werden. Es fand nur zeitverzogert im Vergleich mit der Metallzelle statt, da der laterale
Wasserverlust eingeschrinkt war.

Die IR-Aktivitit der verwendeten Atrzneistoffe, vor allem von Amorolfin-HCI, ist in
wissriger Losung sehr gering. Fine Kalibrierung war nicht mdglich, so dass alle
Auswertungen qualitativ erfolgten.

Bei Verwendung der Lacke bzw. der Cremes traten zeitabhingig Solubilisationseffekte im
Akzeptor auf. Bandentiberlagerungen aufgrund der Komplexitit der Vehikel, die ohne
Referenzmessungen mit arzneistofffreien Grundlagen schwer einzuschitzen waren,
erschwerten zudem die Auswertung und kénnen gef. die Interpretation der Diffusions-
ergebnisse verfilschen. Daher wurden die ausgewihlten und dargestellten Banden mit
Hilfe der Akzeptorspektren und ihrer Differenzspektren zu verschiedenen Zeiten des
Experiments, den Fertigarzneimittelspektren und den Arzneistoffspektren zugeordnet.
An die Auftragung und Trocknung der Lacke, d.h. an die Priparation der Experimente
mit Lacken, wurden besondere Anforderungen gestellt. Die enthaltenen Losemittel
fihrten bei deren Permeation zu Bandentberlagerungen im Akzeptor und wirkten
vermittelnd auf die Arzneistoffloslichkeit. Verschiedene Priparationstechniken wurden
daher getestet. Zum einen wurde der Lack in einer externen Teflongief3zelle, wie sie auch
bei der Priparation der SC-Lipidmodellmembranen Verwendung fand, auf die
Hufmembran aufgetragen und dann 30 min getrocknet. Dies hatte zur Folge, dass die
Hufmembran wiahrenddessen dehydratisierte. Zum anderen wurde der Lack auf die
vollstindig in der Diffusionszelle priparierte Membran aufgetragen und nach 24 h das
Akzeptormediums erneuert. Hierbei blieb das Trocknen des Lacks aus. Auch ist zu
bedenken, dass ein Teil des Arzneistoffs bereits mit dem Losemittelgemisch in den
Akzeptor diffundierte und daher zur Ausbildung des eigentlichen drug-delivery-Systems

nicht mehr zur Verfiigung stand. Die Ergebnisse beider Priparationstechniken werden in
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Kapitel D 2.2 fur die unterschiedlichen Fertigarzneimittel dargestellt. Beide Methoden
wiesen in der praktischen Durchfiihrung Grenzen auf, so dass keiner der Vorzug gegeben
werden konnte.

« Bovine Hufmembranen und natives Nagelmaterial sind schwer zuginglich. Auch die
Membrandicke sollte mit Bedacht gewihlt werden. Zu dicke Membranen (>100 pum)
lieBen sich schlecht in die Diffusionszelle einspannen, wiesen lange Verzégerungszeiten
auf und durch die verlingerte Messzeit erhéhten sich die Fehlerquellen, z.B. Quellung des
Lackes, Akzeptorverinderungen und Austrocknen des Systems. Wurden die Membranen
zu dinn gewahlt, konnten Defekte nicht ausgeschlossen werden, die die Diffusion ebenso
beeinflussten. Unstrittig ist, dass Schnittrichtung und Probenvorbehandlung das Ergebnis
beeinflussten. Da die Schnitte im lyophilisiertem Zustand gelagert wurden, mullte vor
dem Experimentbeginn eine ausreichende Rehydratation gewahrleistet werden.

« Ganz allgemein liel3 sich feststellen, dass sich die Messrethen durch viele Fehlerquellen
und eine sehr geringe Reproduzierbarkeit auszeichneten (n =2, bei mehr als 4
Experimenten). Alle Ergebnisse sind vor diesem Hintergrund zu bewerten. Infolgedessen
wurde auch darauf verzichtet, Diffusionskoeffizienten fiir Amorolfin-HCI und Ciclopirox
aus den Daten zu ermitteln und entsprechende arzneistoffbeladene Aerogele in die

Untersuchungen einzubeziehen.

2.2.1 Trocknung von Hydrogelen

Durch Viskosititserhohung kann das Austrocknen des Akzeptors durch Wasserriickdiffusion in
die Hufmembran und den Donator erschwert werden. Daher wurde das Trocknungsverhalten
verschiedener Hydrogelbildner (Aerosil®, Cellulosederivate) untersucht, um einen geeigneten
Akzeptor fur die Diffusionsexperimente zu finden, der sich durch eine geringe
Trocknungstendenz auszeichnet. Die ATR-Spektren zeigten sowohl die Zunahme der
gelbildnerspezifischen Banden als auch die Abnahme der Wasserbanden. Es kam zur Filmbildung
auf dem ATR-Kiristall, in deren Folge durch weiteres Verdunsten des Wassers der Kontaktverlust
zwischen Gelbildnerfilm und ATR-Kristall eintrat. Charakteristisch war neben der sigmoidalen
Abnahme der Wasserbandenintensitit die Zunahme der Gelbildnerbande, die nach Durchlaufen
eines Maximums durch den Kontaktverlust mit dem ATR-Kiristall wieder an Intensitit verlor.
Dieser Punkt (I, ) diente als vergleichender Parameter fir die verschiedenen Hydrogele. In
Abbildung 49 ist dies anhand einiger Spektren des Systems von 5% Aerosil® in SORENSEN-
Puffer pH 7 und der zeitabhingigen Verinderung der Bandenintensititen nach Normierung auf

die maximale Intensitat veranschaulicht.
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Abbildung 49: Trocknung eines Hydrogels aus 5% Aerosil® in Puffer pH 7, links: FTIR-ATR-Spektren zu
verschiedenen Zeiten des Experiments, rechts: Abnahme der Wasserbanden und Zunahme der SiO;-Bande
sowie deren Kontaktverlust wihrend der Trocknung.

In Tabelle 30 sind die Zeitpunkte des Auftretens des Maximums der Gelbildnerbande I, fiir
verschiedene Gelbildner aufgefiihrt. Aerosil®-Gele zeichneten sich durch ein spates Maximum,
d.h. ein gutes Wasserbindevermégen aus. Gele aus 7% Aerosil” in SORENSEN-Puffer waren

sehr hochviskos, so dass sie in weitere Betrachtungen nicht einbezogen wurden.

Tabelle 30: Trocknung von Hydrogelen: Gelbildner, Gelbildnerkonzentration und In.y,; die auswerteten
Gelbildnerbanden sind angegeben, n = 1.

GELBILDNER-
GELBIL?é:;BEZ: 2 iWEDI UM KONZENTRATION ?;H;;;]t
%, m/V]
Carboxymethylcellulose-Na/H,O 2 315
1290 - 1350 cm-!, 1395 - 1443 cm! 5 270
Methylcellulose 400/ H,O 2 235

970 - 1180 cm-!, 1270 - 1500 cm-! 3 235
Aerosil®/ H,O 5 290
1002 - 1280 cm! 7 250
3
5

Aerosil®/SORENSEN-Puffer pH 7 570
1002 - 1280 cm'! 300

*sehr weicher Film, kaum Kontaktverlust

Der anionische Gelbildner Carboxymethylcellulose-Na wies lingere Trocknungszeiten auf als
sein nicht-ionisches Komplementir Methylcellulose. Die Wechselwirkungen zwischen den
Wasserdipolen und den Carboxylatgruppen mit ihren delokalisierten negativen ILadungs-
schwerpunkten waren intensiver als mit der polarisierten Ethergruppe der Methylcellulose.

Mit Polyacrylsiure lieBen sich in Anwesenheit der Arzneistoffe Amorolfin-HCI und Ciclopirox-
olamin keine Gele herstellen, da ionische Wechselwirkungen zwischen dem anionischen
Gelbildner und den kationischen Arzneistoffen auftraten.

Die Wahl eines geeigneten Gelbildners erfolgte auch anhand des IR-Spektrums, welches ein
Minimum an Banden aufweisen sollte. Der anorganische Gelbildner Aerosil® wies diese Vorteile

auf. Trotz des sehr glinstigen, hohen I, -Werts von 3% Aerosil” in Puffer wurde das 5%-ige
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Hydrogel ausgewihlt, da bei geringerer Aerosil®-Konzentration Entmischungen auftraten und

q® . .
Aerosil” sedimentierte.

2.2.2 Diffusionsexperimente mit antimykotischen Zubereitungen

Diffusionsstudien durch Rinderhufmembranen wurden fir verschiedene antimykotische
Zubereitungen durchgeftihrt. Als Donatoren dienten unterschiedliche Arzneiformen - Creme
oder Nagellack mit Amorolfin-HCI oder Ciclopirox(-Olamin) als Arzneistoff. Im Folgenden

werden die Ergebnisse, nach Arzneistoffen geordnet, dargestellt und zusammenfassend bewertet.

2.2.21 Amorolfin-HCI - Loceryl”

Locervl® Creme

Die Diffusion von Amorolfin-HCl aus TLoceryl® Creme wurde auf Rinderhufmembranen
aufgetragen. Als Akzeptormedium diente ein Citratpuffer pH 6, da bei Verwendung des Puffers
pH 7 keine Arzneistoffbanden im Akzeptor detektiert werden konnten. Im Fall des
Puffersystems pH 6 wurde die Bande 1430 - 1484 cm™ Amorolfin-HCl zugeordnet. Abbildung 50
zeigt exemplarische FTIR-ATR-Spektren des Akzeptors zu verschiedenen Zeiten, die
entsprechenden Differenzspektren sowie verwendete Referenzspektren. Die ausgewerteten

Amorolfin-Banden sind markiert und die entsprechende Auswertung ist dargestellt.
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Abbildung 50: links: Akzeptorspektren, ausgewertete Differenzspektren und zugehorige Referenzspektren
fir ein Diffusionsexperiment mit Puffer pH 6 als Akzeptor und Loceryl® Creme als Donator. Die
Schichtdiche der Rinderhufmembran betrug 99 * 42 um; rechts: Die integrierte Bande 1430 — 1484 cm!
wurde auf ihre Minimal- und Maximalintensitit (|min =0, I, =1) normiert. Der Einsatz verdeutlicht die

Bandenintensititsinderung zu Beginn des Experiments.

Die Diffusion von Amorolfin-HCl zeigte einen stufenférmigen Verlauf. Aufgrund des
komplexen Vehikels und der Diffusion verschiedener Vehikelbestandteile neben dem Arzneistoff

inderte sich die Zusammensetzung des Akzeptormediums stindig, so dass die verinderten
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Eigenschaften zu unterschiedlichen 16sungsvermittelnden Einflissen fihrten, die in
verschiedenen Amorolfinlgslichkeiten resultierten und zum mehrphasigen Verlauf der Diffusion

fuhrten.

Loceryl® Nagellack

Bei den Diffusionsstudien mit Loceryl® Nagellack wurde das Puffersystem pH 7 als Akzeptor
eingesetzt.

Zunichst erfolgte der Auftrag des Lacks extern in einer speziellen Halterung und nach Trocknen
desselben wurde die Probe in die Probenhalterung eingebaut. Abbildung 51 zeigt FTIR-ATR-
Spektren des Akzeptors, Differenzspektren und Referenzspektren des Lacks sowie die
Integration der Bande 995 - 1013 cm™. Die Bande 1502 - 1531 cm konnte ebenfalls Amorolfin-
HCI zugeordnet werden. Der Verlauf der Intensititszunahme in Abhingigkeit von der
Diffusionszeit war dquivalent zur erstgenannten Bande und ist daher nicht dargestellt. Deutlich
zu erkennen ist, dass die Experimente vor Erreichen eines Gleichgewichtszustands abgebrochen
wurden. Daher sind die absoluten Bandenintensititen dargestellt. Aufgrund einer fehlenden

Kalibrierung und des nicht erreichten Gleichgewichtszustands wurde auf einen Kurvenfit

verzichtet.
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Abbildung 51: links: FTTR-ATR-Spektren des Akzeptors, Differenzspektren und Referenzspektren fiir ein
Diffusionsexperiment von Amorolfin-HCl aus Loceryl® Nagellack nach externem Auftrag. Als Akzeptor
diente SORENSEN-Puffer pH 7; rechts: Integration der Amorolfinbande 995 -1031cm™ fiir zwei
verschiedene Experimente; die Dicke der Rinderhufmembranen betrug 92 19 um.

In einer weiteren Experimentreihe wurde der Lack direkt in der Diffusionszelle auf die
Hufmembran aufgetragen. Nach 24 h wurde das Akzeptormedium ausgetauscht. FTIR-ATR-
Spektren und integrierte Banden sind in Abbildung 52 dargestellt.
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Abbildung 52: FTIR-ATR-Akzeptorspektren und Referenzspektren fiir ein Diffusionsexperiment von
Amorolfin-HCl aus Loceryl® Nagellack nach direktem Auftrag in der Diffusionszelle. Akzeptor war
SORENSEN-Puffer pH 7, Donator Loceryl® Nagellack, die Rinderhufmembran war 360 * 5 um dick,
links: Spektren direkt nach Auftrag des Lackes, rechts: Spektren nach Akzeptorerneuerung.

Vergleicht man die ATR-Spektren vor und nach Austausch des Akzeptors, so fillt auf, dass die
Bande bei 1730 cm™ (Carbonylvalenzschwingung eines Esters), die sowohl dem Lackpolymer als
auch dem Ethylacetat zuzuordnen war, nur in den ersten 24 h auftrat. Nach Akzeptorerneuerung
diente der - mehr oder weniger - getrocknete Lack als Donator und penetrationsfihige
Lackbestandteile waren nicht mehr nachweisbar. In Experimenten mit externem Lackauftrag trat
diese Bande ebenfalls auf (Abbildung 51). Die Amorolfin-HCI zugeordneten Banden waren
zunichst von sehr geringer Intensitit. Die absoluten Bandenflichen sind beispielhaft fir die
Bande 995 - 1031 cm™ in Abbildung 53 dargestellt. Der Einsatz zeigt den ersten Messungsteil
direkt nach der Applikation des Lackes.
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Abbildung 53: Diffusion von Amorolfin-HCl aus Loceryl® Nagellack nach direktem Auftrag in der
Diffusionszelle, links: Intensititsinderung der Amorolfinbande 995-1031 cm!, im Einsatz sind die ersten
24 h dargestellt: rechts: normierte Darstellung der Bandenintensitit nach dem Akzeptoraustauschs.

Da der Lack verschiedene organische Losemittel —enthielt, wurde erwartet, dass diese als
Enhancer fir Amorolfin-HCl dienten und die Diffusion deutlich zweiphasig verlduft. Die
Experimente zeigten jedoch ein anderes Bild. Die entscheidende Amorolfindiffusion, angezeigt

durch eine deutliche Zunahme der Amorolfinbande, fand nach Akzeptoraustausch und
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Aushirten des ILackes statt. Das ubersittigte Wirkstoffdepot war einflussreicher als die

l6sungsvermittelnden Wirkungen des Ethanol-Ethylacetat-Losemittelgemischs.

2.2.2.2 Ciclopirox (Olamin) — Batrafen”

Die Batrafen®-Fertigarzneimittel (Batrafen® Creme und Nagel Batrafen®) wurden in Analogie zu
den Loceryl®-Produkten untersucht. Hierbei ist zu beachten, dass die Creme Ciclopirox als

Olamin enthielt, wohingegen der Lack Ciclopirox als freie Saure enthilt.

Batrafen® Creme

Diffusionsexperimente mit Batrafen“Creme wurden mit dem Puffersystem pH 7 durchgefiihrt.
Bei Verwendung des Puffers pH 6 wurden keine Ciclopiroxbanden detektiert. Die Auswertung
der Messungen erfolgte bei 1488 - 1535 cm™ und 1538 - 1575 cm™. In Abbildung 54 sind die
ATR-Spektren des Akzeptors und die verwendeten Referenzspektren zur Bandenzuordnung

dargestellt sowie die integrierten Ciclopiroxbanden.
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Abbildung 54: Diffusion von Ciclopiroxolamin aus Batrafen® Creme in Puffer pH?7. Die
Rinderhufmembranen waren 61,5 £ 1,1 pm dick; links: FTIR-ATR-Akzeptorspektren, Differenzspektren
und Referenzspektren. Die ausgewerteten Banden sind markiert, rechts: Ergebnisse der Integration der
Ciclopirox zugeordenten Banden 1488 - 1535 cm™ (schwarz) und 1538 - 1575 cm™ (rot) nach Normierung

(,, =0 1,,=1):

Im Vergleich zur Loceryl” Creme waren deutliche Unterschiede feststellbar. Es trat, auch bei
lingeren Messzeiten als in Abbildung 54 dargestellt, kein multiphasischer Verlauf auf. Zum
Vergleich wurde in Abbildung 50 (Loceryl® Creme) als Einsatz die Auswertung ebenfalls bei 60 h
abgeschnitten, normiert und gefittet. Gut zu erkennen ist die Verzogerungszeit im Fall der
Loceryl® Creme. Letzendlich diffundierte Amorolfin-HCl langsamer als Ciclopiroxolamin durch

die Rinderhufmembran.
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Nagel Batrafen®

Auch hier diente das Puffersystem pH 7 als Akzeptor. Ausgewertet wurde die Ciclopiroxbande
1526 - 1580 cm™. Der Lack wurde zunichst extern aufgetragen und getrocknet. Abbildung 55
zeigt ATR-Spektren und die ausgewertete Ciclopiroxbande. Ahnlich den Cremezubereitungen
war auch hier die Diffusion des Arzneistoffs wesentlich schneller als bei dem entsprechenden
Loceryl®-Produkt. Die bessere Bandenqualitit wirkte sich auf eine geringere Streuung der Daten

aus.
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Abbildung 55: Diffusion von Ciclopitox aus Nagel Batrafen® nach externem Lackauftrag, links: FTIR-
ATR-Spekren und Differenzspektren des Akzeptors zu verschiedenen Zeiten des Diffusionsexperiments
sowie Referenzspektren, rechts: Integration der Ciclopiroxbande 1526 - 1580 cm! mit anschlieender

Normierung (] =0, | =1) und logistischen Kurvenfit. Die Dicke der Rinderhufmembranen betrug
171 £ 74 pm (n = 2).
Die FTIR-ATR-Spektren und deren Auswertung nach direktem Lackauftrag mit

Akzeptorerneuerung nach 24 h sind in Abbildung 56 und Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 56: FTIR-ATR-Spektren und Differenzspektren des Akzeptors (Puffer pH 7) zu verschiedenen
Zeiten des Diffusionsexperiments von Ciclopirox aus Nagel Batrafen® durch Rinderhufmembran
(296 * 10 pm) und Referenzpektren, links: Spektren direkt nach Auftrag des Lackes, rechts: Spektren nach
Akzeptorerneuerung.
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Abbildung 57: Diffusion von Ciclopirox aus Nagel Batrafen® durch Rindethufmembran nach direktem
Lackauftrag, Intensititsinderung der Ciclopiroxbande 1526 -1580 cm™ in Abhingigkeit von der
Experimentzeit, links: direkt nach Lackauftrag, rechts: nach Akzeptortausch.

Im Gegensatz zu Amorolfin-HCl war bereits wihrend der ersten 24 h des Experiments
Ciclopirox deutlich im Akzeptor detektierbar und erreichte einen ersten Gleichgewichtszustand.
Da der zweite Teil der Messung bereits vor Erreichen eines Gleichgewichtszustands abgebrochen
wurde, muflte auf eine Normierung verzichtet werden. Solubilisationseffekte durch penetrierende
Lackbestandteile und Auftragsart spielten eine groBBere Rolle als fir die Diffusion von Amorolfin-
HCI aus Loceryl® Lack. Ciclopirox ist unpolarer als Amorolfin-HCI, so dass es besser mit dem
Lésemittelgemisch des Lackes (i-Propanol und Ethylacetat) diffundierte als Amorolfin-HCl im
Ethanol-Ethylacetat-Gemisch. Zudem waren durch die weniger polare Struktur (respektive den
fehlenden fixen Ladungen) Interaktionen mit Proteinbestandteilen der Hufmembran erschwert.
Trotz der guten Loslichkeitsvermittlung durch den Losemittelanteil des Lacks fand auch bei
Nagel Batrafen” der Hauptteil der Diffusion aus dem Wirkstoffdepot des getrockneten Lackes

statt, wie die gro3eren Bandenintensititen zeigten.

Diffusionsstudien an bovinen Hufmembranen waren mit dem bestehenden und fir andere
Systeme gut etablierten Messaufbau der ATR-Diffusionszelle nur bedingt durchfiihrbar. Auch die
verwendeten Vehikelsysteme zeigten Grenzen der Methode auf. Die Probenauftragung selbst
stellte sich problematisch dar. Externer Lackauftrag fithrte zeitgleich mit dem Trocknen des
Lackes zu einer (partiellen) Dehydratation der Hufmembran, ein direkter Auftrag des Lackes in
der Diffusionszelle erschwerte die Lacktrocknung. Zuvor getrocknete Lackschichten quollen
wihrend des Experiments. Eine Viskosititserhohung des Akzeptors durch Verwendung von
Aerosil® konnte die Quellung nur geringfiigig verhindern. Zugleich erschwerte die hohere
Viskositit die Diffusion der Arzneistoffe im Akzeptor, so dass die ohnehin sehr langen

Messzeiten zusitzlich verlingert wurden.
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Neben Trocknungseffekten der Membran erwies sich deren Proteinstruktur und dadurch der
Einfluss des Akzeptor-pH-Wertes als restriktiv. Die Arzneistoffe selbst waren ebenfalls physiko-
chemisch sehr verschieden und ihre Figenschaften und Wechselwirkungen mit der Membran
wurden durch den pH-Wert des umgebenden Mediums mitbestimmt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Diffusion der beiden Antimykotika aus den
Cremezubereitungen deutlich verschiedene Verldufe zeigte. Amorolfin-HCl wies einen
mehrphasigen Verlauf auf, der durch solubilisierende FEinflisse von Vehikelbestandteilen
bestimmt wurde. Ciclopiroxolamin penetrierte besonders gut aus der Cremezubereitung.
Vehikeleinfliisse konnen dabei nicht ausgeschlossen werden, traten jedoch nicht so deutlich
hervor wie bei Loceryl® Creme. Die Lackzubereitungen wiesen hinsichtlich der Auftragungsart
Unterschiede auf. Die Amorolfin-HCI-Diffusion war unbeeinflusst von der Auftragungsart. Die
bevorzugte Diffusion erfolgte aus dem Lackdepot. Die Ciclopiroxdiffusion zeigte Unterschiede,
je nachdem, ob der Lack aufgetragen und getrocknet wurde, oder direkt in der Diffusionszelle
appliziert wurde und nach einiger Zeit ein Akzeptoraustausch stattfand. Bei letzterer Methode
war im Gegensatz zu Amorolfin-HCI bereits nach Auftragung des Lackes und wihrend dessen
Trocknung eine relevante Ciclopirox-Diffusion zu vermerken. Nach einem Akzeptortausch
hingegen verlangsamte sich die Diffusion. Angemerkt sei, dass der Loceryl® Lack eine stirkere
Quellungsneigung aufwies und dies die entsprechenden Ergebnisse zugunsten des externen
Lackauftrags beglinstigte, da beim direkten Auftrag der ILack nicht aushirtete. Das
Wirkstoffdepot des getrockneten Lackes beguinstigte die Arzneistoffdiffusion in allen Fallen.
Vergleicht man die Ergebnisse, so ldsst sich fiir Ausmal3 und Geschwindigkeit der Diffusion der
Arzneistoffe folgende Reihenfolge festlegen:

Batrafen® Creme > Nagel Batrafen® (extern aufgetragen) > Loceryl” Lack > Loceryl” Creme.

Bei den bisherigen Betrachtungen blieben die Arzneistoffkonzentrationen im Vehikel
unberticksichtigt. Durch Verdunsten des Losemittels bilden sich gut haftende, hochkonzentrierte
wirkstofthaltige Filme auf dem Nagel. Diese matrix-kontrollierten Systeme werden als
freisetzungslimitierend fiir die Verteilung des Arzneistoffs zwischen Film und Nagel betrachtet,
da sich ubersittigte Losungen hoher thermodynamischer Aktivitit ausbilden [67]. Gemil3 [68]
sind die Arzneistoffloslichkeit in Polymerfilm und Nagel sowie der Arzneistoffgehalt des Films
diffusionslimitierend. Ciclopirox bildete ein hoher konzentriertes Wirkstoffdepot (34%, [176]) als
Amorolfin-HCI (25%, [175]) im Lack aus und diffundierte infolgedessen schneller aus dem Lack
als Amorolfin-HCL. Die Ergebnisse korrelierten mit den Herstellerempfehlungen zur Dosierung.
Fir den Loceryl” Lack wird die ein- bis zweimal wochentliche Applikation empfohlen.
Nagel Batrafen” sollte zunichst jeden zweiten Tag aufgetragen werden und nach Ausbildung des

Depots im Nagel reduziert sich die Applikation auf zweimal bis zu einmal wochentlich.
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E  Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden erstmalig arzneistoffbeladene hydrophile Silica-Aerogele in verschiedene
pharmazeutisch-relevante ~ feste und  halbfeste =~ Formulierungen  eingearbeitet  und
biopharmazeutisch charakterisiert.

Der schwerpunktmiBige Einsatz schwingungsspektroskopischer Methoden zeigte deren Potential
in der Entwicklung und Charakterisierung neuer Formulierungen. Dies ist wichtig, da so auf
einfachem Weg viele Informationen iiber die Vehikel erhalten werden kénnen. Vor allem FT-
RAMAN- und FTIR-ATR-Spektroskopie konnen wesentlich dazu beitragen, biopharmazeutische
Fragestellungen zu untersuchen, wie in der vorliegenden Arbeit demonstriert wurde. Durch
unterschiedliche Versuchsansitze der FTIR-ATR-Spektroskopie konnten komplexe Vorginge on-
line, nicht-invasiv und synchron betrachtet werden. Es gelang, das Modell der ATR-
Diffusionszelle den Anforderungen komplexer Vehikel und Membranen, anzupassen. Durch die
konsequente Entwicklung und Erstellung von Kalibrierungen wurde die Aussagekraft der
verschiedenen Experimente und methodischen Ansitze erhoht.

Es konnte gezeigt werden, dass Arzneistoffe amorph und homogen im Aerogelgerist adsorbiert
vorliegen. Zur Quantifizierung der Beladungsmenge eignen sich besonders DRIFT sowie NIR-
Spektroskopie.  FTIR-ATR-spektroskopische = Studien - Freisetzungsuntersuchungen des
Arzneistoffs aus dem Aerogel in die halbfeste Grundlage und Penetrationsstudien in kiinstliche
und native Membranen - dienten der Charakterisierung der verschiedenen Vehikel und zeigten,
dass durch Verwendung arzneistoffbeladener Aerogele in einer geeigneten Formulierung eine
deutlich verbesserte Penetration und erhchte dermale Verfiigbarkeit erzielt werden kann. Als
besonders geeignet erwiesen sich Aerogele geringer Dichte. Bei gleicher Beladung bestimmte
diese die Penetration: héhere Beladungen beguinstigten die Freisetzung in die Grundlage und in
der Folge die Penetration des Arzneistoffs.

Die Konsistenzerhohung der halbfesten Zubereitungen, die durch die Einarbeitung der Aerogele
entsteht und vom Anteil freien Wassers im Vehikel determiniert wird, bestimmte die
Applikationsfihigkeit der Formulierungen. Die Penetration selbst blieb weitgehend unbeeinflusst.
Aerogeleffekt und amorpher Zustand des Arzneistoffs tberkompensierten einen moglichen
Einfluss der hohen Konsistenz. Bei der Verwendung der arzneistoffbeladenen Aerogele
entstanden (partiell) tbersittigte Losungen des Arzneistoffs in der Grundlage, die sich ebenfalls
penetrationsfordernd auswirkten. Diese Zustinde erwiesen sich als lagerungsstabil.

Die Tablettierung von arzneistoffbeladenen Aerogelen war moglich und fithrte zur Verbesserung
der Loslichkeit und Erhohung der Losungsgeschwindigkeit des jeweiligen Arzneistoffs. An die

Tablettiermischung wurden besondere Anforderungen gestellt, da sich aerogelhaltige Tabletten
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durch eine hohe Bruchfestigkeit auszeichneten. Auch hier bestimmten vor allem der
Aerogeleffekt  und der amorphe Zustand des adsorbierten  Arzneistoffs  die
Freisetzungseigenschaften. Durch die erhohte Freisetzungsgeschwindigkeit und Loslichkeit im
Medium wurde die Bioverfiigbarkeit der adsorbierten Arzneistoffe stark verbessert. Die
Kombination von arzneistoffbeladenem Aerogel mit kristallinem Arzneistoff in den Tabletten
fithrte zu Freisetzungskinetiken, die zu Beginn vom Aerogel und am Ende vom kristallinen Anteil
bestimmt wurden.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass vor allem schlecht (wasser-)losliche Arzneistoffe von der
Adsorption auf Aerogele profitieren und deren Bioverfigbarkeit deutlich erthoht werden kann.
Das Zusammenspiel von Aerogeleffekt, amorphem Zustand und ubersittigten Losungen
begiinstigte sowohl die Freisetzung aus den Tabletten als auch die Penetration in Membranen.
Fortfithrende Studien sind gerade fiir die Verwendung arzneistoffbeladener Aerogele in festen
Arzneiformen angezeigt, insbesondere auch, um das Tablettierverhalten weiter zu
charakterisieren.

Penetrations- und Diffusionsstudien wurden mit nativen und artifiziellen Membranen
durchgefthrt. Alle diese Systeme sind zz-vitro-Modelle, die Teilaspekte eines Gesamtprozesses
widerspiegeln. Dodecanol-Collodiummembranen waren, auch im Vergleich mit humanem SC, als
einfaches Modell zur Entwicklung halbfester Formulierungen geeignet.

Mit Hilfe von Membranen aus SC-Lipiden kann das humane SC gezielte nachgeahmt werden,
und der Einfluss der einzelnen Hautlipide auf die Barriereeigenschaften kann untersucht werden.
Solche SC-Lipidmembranen wurden unter geeigneten Bedingungen auf Polycarbonat- oder PET-
Triger prapariert. Entscheidend dabei waren eine ausreichende Hydratisierung der
Lipidkopfgruppen und die Priparationstemperatur, die u.a. durch das Schmelzen der enthaltenen
Fettsdure determiniert wurde. Diffusionsstudien mit wassriger Harnstofflosung zeigten, dass mit
den verwendeten Modellmischungen die Barriereeigenschaften imitiert werden konnen und diese
sich in  Abhingigkeit von der Lipidmischung unterschieden. Die berechneten
Diffusionskoeffizienten korrelierten mit denen, die fiir humanes SC publiziert wurden.

Auf Basis der Ergebnisse aus Rontgen- und Neutronenstreuuntersuchungen kénnen diese
Lipidmembranen weiter variiert werden, um mdgliche Einflisse auf die Barrierefunktionen der
duBersten Hautschicht weiter zu untersuchen oder das Penetrationsverhalten dermal applizierter
Arzneistoffe und Vehikel niher zu charakterisieren, um die topische Therapie zu optimieren.
Rinderhufmembranen als Modell menschlicher Nigel zeigten Grenzen des ATR-
Diffusionszellenmodells auf. Die Dehydratisierung der Membran und die Quellung der Lacke
stellten besondere Anforderungen an das Messsystem, die nur bedingt erfullt werden konnten.
Auf vergleichende Studien von antimykotischen Nagellacken und entsprechenden

arzneistoffbeladenen AE mul3te daher verzichtet werden.
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F Anhang

1 Tabellen

Tabelle 31: Alphabetische Ubersicht der verwendeten Substanzen und ihrer Hersteller.

SUBSTANZ HERSTELLER
Acetonitril Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Aerosil® Degussa, Dusseldorf, Deutschland
Amorolfin-Hydrochlorid Galderma Laboratorium GmbH, Bruchsal, Deutschland
Basiscreme DAC Bombastus, Freital, Deutschland
Batrafen® Creme Aventis Pharma, Frankfurt am Main, Deutschland
Behensiure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Benzylalkohol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland

Carboxymethylcellulose, Natrium 600
Ceramid [AP]
Ceramid [EOS]
Cetylstearylalkohol,
Ph.Eut. 1997
Chloroform
Cholesterol
Cholesterolsulfat
Ciclopirox-Olamin
Citronensiure, wasserfrei
Collodiumlésung DAC 4%

Dithranol

Dodecanol

Emulgierendes Wachs, Polawax® GP 200
Ethanol

Ether

Gel cordes®

Glycerol 99,5% wasserfrei

Harnstoff

Hydrophile Salbe DAB
Ibuprofen-Racemat

S-Ibuprofen

Isopropylmyristat DAB

Isopropylpalmitat Ph.Eur. 4.0, 3. Nachtrag
Kaliumsorbat

KBt

KH2PO4

a-Lactose-Anhydrat, Pharmatose D21
Liniment N SR

Loceryl® Nagellack

Loceryl® Creme

Methanol

Methylcellulose 400

Metrocreme®

Metronidazol, mikronisiert
Mikrokristalline Cellulose, Emcocel® 50M
Milchsiure

Nagel Batrafen®

NaHzPO4 : HZO

emulgierend,  Typ

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Cosmoferm B.V., Delft, Niederlande
Cosmoferm B.V., Delft, Niederlande

Synopharm, Barsbiittel, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Synopharm, Barsbiittel, Deutschland

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Cognis Oleochemicals GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Croda, Nettetal, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ichthyol Gesellschaft Cordes, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Fluka Chemika, Buchs, Schweiz

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Synopharm, Barsbittel, Deutschland

Synopharm, Barsbiittel, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DMV int, Veghel, Niederlande

Apomix PKH GmbH Halle, Deutschland

Galderma Laboratorium GmbH, Bruchsal, Deutschland
Galderma Laboratorium GmbH, Bruchsal, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niedetlande

Serva Feinbiochemie, Heidelberg, Deutschland
Galderma Laboratorium GmbH, Bruchsal, Deutschland
Fagron, Barsbiittel, Deutschland

Mandell, Reijate Surey, Grof3britannien

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Aventis Pharma, Frankfurt am Main, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
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SUBSTANZ HERSTELLER
NaHPO, - 2 H20 VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
NaHCOs3 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
NaHCOs3 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Na-EDTA VEB Laborchemie, Apolda, Deutschland
Nephrophan® ORWO, Wolfen, Deutschland
Nifedipin Welding, Hamburg, Deutschland
Octanol Gruessing GmbH, Filsum, Deutschland
Palmitinsaure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Paraffin, flissig Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland
PEG 400 Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
PEG 1000 BASF, Ludwigshafen, Deutschland
PEG 1500 BASF, Ludwigshafen, Deutschland
Polyacrylsdure, mittlere Viskositit Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
Propylenglycol Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland
Puffer pH 6 Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
Puffer pH 7 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Salicylsdure, kristallin Synopharm, Barsbiittel, Deutschland
Salziure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sorbitollésung 70%, nicht-kristallisierend
Tetramethylorthosilicat

Trometamol

Trypsin

Unguentum cordes®

Unguentum emulsificans aquosum N SR
Vaselinum album extra DAB 1999
Wollwachsalkoholsalbe DAB 2000

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Synopharm, Barsbittel, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Ichthyol Gesellschaft Cordes, Hamburg, Deutschland
Apomix PKH GmbH Halle, Deutschland

Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland

Synopharm, Barsbiittel, Deutschland

Tabelle 32: Bandenpositionen der IR-Schwingungen von Ibuprofen (Auswabhl).

Wellenzahl [cnr']

iff;::g ungs: S-Ibuprofen rac-Ibuprofen  Schmelze, S-Ibuprofen AEIbu
8 (Alkyl) 1364,5 1364,5 1366,3 1367,2
8 (CHs) 1379,5 1378,7 1383,8 1384,3
8 (COH) 1417,9 1417,6 1410,8 1410,6
v (CC) 14439 14414 - -

1450,4 - -
v (CC) 1465,2 1461,7 1460,2 1460,4
v (CC) 1507,5 1506,9 1512,5 1513,3
v (CO) 1704,7 1696,1 & 1710,8 1702,5 1705,2
v (CH3 asym) 2867,8 2867,5 2868,1 2868,9
v (CHz asym) 2919,0 29230 breit breit
v (CH3 sym) 29523 2955,1 29532 2955,0
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Tabelle 33: Bandenposition der FT-RAMAN-Spektren verschiedener Ibuprofene; kursiv: identische
Bandenlage, *Maximaverhiltnisse verschieden. Unterschiede der Position, die als dquivalent eingestuft
werden, ergeben sich aus der Bestimmungsmethode der Maxima (2. Ableitung), der Qualitit der Spektren
und der Auflésung des Spektrometers.

S- Ibuprofen rac- Ibuprofen SCHMELZE, S-Ibuprofen AEIbu
Z8 [en'] [en'] [en']
143,5 139,2 B B
197,2 194,3 - -

- 2243 . -
276,1 268,1 258,0 254,6
308,5 308,7 305,5 303,1
3496 - 351,9 352,1
364,3 359,6 - -
397,2 3844 . -
4269 413,3 4124 410,0
486,3 478,8 breit breit
breit 522,8 _ _
590,9 585,4 breit breit
616,2 - - -
637,6 636,8 636,8 637,9
656,2 661,2 _ -
691,7 691,7 ) _
744,3 745,7 743,1 741,3
762,8 - - -
781,1 783,0 795,9 7958
817,5 8184 _ -
832,1 833,5 831,6 831,2
851,5 851,5 _ -
864,8 864,8 _ -
881,7 880,9 882,0 882,1
920,1 919,6 921,9 922,5
942,9% 942,6* 940,9 941,7
959,5% 958,3% 956,3 956,7
1005,9 1007,0 1002,1 1002,1
1054,5 - - -
1068,2 1067,2 1070,8 1071,9
1091,5 10924 1090,5 1089,8
1116,8 11153 1117,6 1117,3
1182,6 1181,6 1185,2 1185,8
1208,3 1206,8 12074 1206,9
1264,7 1266,0 1261,2 1261,2
1284,0 1284,3 12834 1284,0
1303,8 13054 1306,1 1306,1
1339,2 1339,7 1340,4 1340,4
1379,9 1380,1
1427,7 1427,9 _ _
1449,9 1451,8 14474 1448,0

- - 1461,8 14624
1509,0 1507,1 _ -
1574,5 1574,9 1575,9 15751
1607,7 1607,8 1612,9 1612,7
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S- Ibuprofen rac- Ibuprofen SCHMELZE, S-Ibuprofen AEIbu
[on] Jo'] Jon'] [on!]
1647,8 1654,1 ~1653 ~1653
2717,0 2716,2 2718 4 2720,6
27373 2737,1 2735,6 2740,6
~2851 ~2851 2846,5 2848,3
2869,0 2867,2 2867,6 2869,5

- - 2885,3 28872
2919,3* 2918,0* 2912,3 2914,1
2940,6* 2938,8 2936,9 2938,2
2956,3* 29542 2957,0 2958,0
2976,6 2980,3
2993 9* 2991,2* 3 3
3004,7* 3003,4 3009,2 3009,6

_ 3020,3* _ _
3042,0* 3046,2 3035,0 3035,6
3061,3" 3062,9 3057,3 3057,8

Tabelle 34: Tablettierung mit MCC, Parameter der Ibuprofenfreisetzung in Abhingigkeit von den

Lagerungsbedingungen, n = 3.

AUC ABC cr AUCorm MDT

[mg F' min] [mg F' min] [mg F' min] [min] [min]
frisch
ibuprofenbeladenes Aerogel (13%)
40% 13173 £2806 10240 * 1567 52,0 £ 9,5 256 £ 11 195+ 11
70% 15552 £ 2433 8302 £ 2438 53,5+ 10,0 291 £9.4 159+ 9,4
ibuprofenbeladenes Aerogel (31%)
40% 15366 £ 1183 8740 £ 1057 53,5+ 0,3 290 + 16 160 + 16
70% 9872 + 1995 5110 £ 2103 3331+ 6,5 294 £ 40 157 + 40
AE + Ibuprofen
40% 8481 £ 4525 5495 * 2619 31,1 £ 12,8 263 + 87 187 + 87
70% 4619 + 1605 2736 + 1274 16,4 £47 281 + 59 169 + 59
Aer + Ibuprofen
40% 15836 £ 3517 5100 £ 2463 46,6 + 123 343 £ 31 107 + 31
Lagerung im Exsiccator
ibuprofenbeladenes Aerogel (13%)
40% 13500 £ 3471 5709 £ 3533 42,7+ 155 328 £ 48 122 + 48
70% 8081 £ 1121 7012 * 883 33,6 43 241+ 9.1 209 £ 9,1
ibuprofenbeladenes Aerogel (31%)
40% 18012 £ 954 8713 £ 1488 59,5+ 5,0 305 £ 15 146 + 15
70% 14242 £ 748 6858 = 1633 46,9 £5,0 305 £ 18 145+ 18
AE + Ibuprofen
40% 3716 £ 590 2769 * 289 14,4 £ 0,7 257+ 29 193 + 29
70% 1287 £ 272 1310 + 103 58 0,8 222+ 17 228 £ 17
Aer + Ibuprofen
40% 9348 + 450 2795 *+ 872 272%29 348 £ 22 102 + 22
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AUC ABC cr AUCorm MDT
[mg F' min] [mg F' min] [mg F] [min] [min]
Lagerung bei 57% Feuchte
ibuprofenbeladenes Aerogel (13%)
40% 12108 £ 114 12937 £ 10080 423+ 33 287 + 25 163 + 25
70% 12221 £ 1404 6320 £ 170 30,1 + 3,4 238 £ 21 212+ 21
ibuprofenbeladenes Aerogel (31%)
40% 16859 £ 1449 9196 * 645 58,0 = 4,2 291+79 159+£79
70% 17000 £ 318 7401 = 949 54,0 £ 1,5 314 £ 14 136 + 14
AE + Ibuprofen
40% 5430 *+ 1263 3847 £ 110 20,6 £ 2,6 261 £ 29 189 + 29
70% 1098 £ 220 1158 £ 26,7 50%£0,5 218 £ 25 232+ 25
Aer + Ibuprofen
40% 7482 * 3438 3324 £ 572 24,0 £9,0 302 £ 41 148 + 41
Tabelle 35: Tablettierung mit Lac/MCC 1/3, Parameter der Ibuprofenfreisetzung, n = 3.
AUC ABC cr AUCorm MDT
[mg ' miin] [mg ' min] [mg ] [min] [min]
ibuprofenbeladenes Aerogel (42%)
40% 16350 £ 190 6647 £ 156 73,5+ 38 222+21 923120
50% 28910 * 2457 9560 £ 241 85,5+ 6,0 338 £ 5,2 132 + 40
60% 16534 £ 976 10186 £ 118 59,5+ 22 278 £ 6,5 152 + 30
AE + Ibuprofen
40% 6143 £ 946 4583 * 378 34,1 + 42 180 + 6,8 135+ 6,8
50% 10425 £ 2913 5912 £ 1965 36,3 + 10,9 288 £ 9,0 162+ 9,0
60% 8594 * 481 5641 * 481 31,7+ 21 272143 178 £ 43
ibuprofenbeladenes Aerogel (34%)
40% 34603 = 1794 4417 + 1454 86,5 6,5 400 £ 14 50,3 = 14
50% 33412 + 3279 3690 = 97 825+ 75 405 £ 3,0 449+ 30
60% 30659 *+ 392 6354 £ 540 82,5+ 0,4 373 £ 6,3 772163
40% ibuprofenbeladenes Aerogel (38%) + Ibuprofen
25 mg 18316 £ 1780 5686 * 323 53,5+ 3,5 343 + 12 107 + 12
50 mg 11147 £ 1134 5147 £ 203 36,2+ 3,0 308 £ 5,6 142 £ 5,6
75 mg 13666 £ 506 6314 £ 592 444+ 25 308 £ 5,6 142 £ 5,6
Tabelle 36: Tablettierung mit Lac/MCC 1/3, Parameter der Nifedipinfreisetzung, n = 3.
AUC ABC cr AUCorm MDT
[mg I min] [mg ' min] [mg I] [min] [min]
nifedipinbeladenes Aerogel (13%)
40% 4942 + 143 1155 + 141 13,6 £ 0,3 365 = 10 852+ 9,7
50% 2823 + 180 1063 + 81 8,64 = 0,58 327 %2 123+ 2
60% 2044 + 180 889 £ 109 6,52 + 0,63 314 %5 136 + 5
AE + Nifedipin
40% 2308 = 390 1839 + 332 9,22+ 1,6 251 %3 200+ 3
50% 1282 £ 53 948 £ 76 4,96 £ 0,28 259 £ 5 191+ 5
60% 1120 £ 79 882 £ 21 4,45+ 0,19 252+ 8 198+ 8
nifedipinbeladenes Aerogel (13%) + Nifedipin
34% + 50 mg 1714 + 236 1101 £ 112 6,26 = 0,76 274 %6 176 £ 6
40% + 25 mg 2777 + 552 2002 £ 592 10,6 £ 2,5 263+ 9 187 + 10
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Abbildung 58: Temperaturabhingige FT-RAMAN-Spektroskopie von S- und racemischem Ibuprofen;
links: Position der symmetrischen und antisymmetrischen CH-Streckschwingung, rechts: normierte
Intensitit der antisymmetrischen CH-Streckschwingung, rot/orange: S-Ibuprofen, 1./2. Aufheizen;
schwarz/grau: racemisches Ibuprofen, 1./2. Aufheizen.

0% AE: sofortiger Zerfall bei Mediumkontakt

15 min

30% AE: schnelle Benetzung, stabil, Zerfall in Stiicke

A 15 min 45 min 75 min 105 min 135 min

45 min 105 min 135 min

50% AE:]angsames Eindringen von Wasser, durchscheinende, fragile Tablette, Teile gehen in Lésung

A 20 min 45 min 90 min 110 min 140 min
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Abbildung 59: 'H-NMR-Imaging an Tabletten aus Lac/MCC 3/1 mit 0, 30% oder 50% AE; Zetfall in
wisstigem Medium; inverse Farbgebung: Bereiche hoher Signalintensitit sind rot, Bereiche geringer
Signalintensitit blau, dargestellt.
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Abbildung 60: FT-RAMAN-Spektren von Tabletten aus MCC mit AE unterschiedlicher Konzentration.
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Abbildung 61: FTIR-ATR-Spektren der Freisetzung von Ibuprofen aus AEIbu (0,04 g cm3, 32% Beladung)
in Gel cordes® (links) und der Penetration von Ibuprofen aus Gel cordes®/AEIbu (0,04 g cm3, 36%
Beladung) in Dodecanol-Collodiummembran.
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Abbildung 62: Penetration von Dithranol aus verschiedenen Vehikeln in eine hydrophile Modellmembran
(Nephrophan®), als Akzeptor diente ein Mischung aus PEG 400 mit Salicylsiure als Stabilisator. Alle
Ergebnisse sind auf die Dithranolkonzentration im Akzeptor des Referenzsystems Dithranolvaselin (rot)
bei 1400 min normiert, als weitere Donatoren wurden Dithranol-Macrogolsalbe NRF 11.53 (griin),

modifizierte Hydrophile Salbe DAB mit Dithranol (grau) oder dithranolbeladenem Aerogel (schwarz)

verwendet.
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Abbildung 63: Freisetzung von Metronidazol aus AEMetro (geschlossene Symbole) oder Lésen kristallinen
Metronidazols (offene Symbole), oben: Basiscreme DAC (schwarz) und modifizierte Basiscreme (blau),
unten: Liniment (rot) und Metrocreme® (griin); die Mittelwerte (n = 3) sind der Ubersichtlichkeit halber
ohne Standardabweichung dargestellt; links: Metronidazolkonzentration im Akzeptor, rechts: normierte

Darstellung: co =0, c1 = 1.
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Abbildung 64: FT-RAMAN-Spektren von Metronidazol in unterschiedlichen Konzentrationen in
verschiedenen Vehikeln; rot: reine Grundlage, blau: vollstindig in Grundlage gel6stes Metronidazol
(~0,3%), griin: in Grundlage suspendiertes Metronidazol (~10%).
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Abbildung 65: Penetration von Metronidazol in 4%ige Dodecanol-Collodiummembran aus verschiedenen
Vehikeln; die Zubereitungen enthielten kristallines Metronidazol (blau 0,75%, rot 1,0%, griin 2,0%) oder

AEMetro (schwarz 0,6%, grau 0,8%,

hellgrau 1,0%),

n=3.

In einzelnen Fillen wurden der

Ubersichtlichkeit halber die Standardabweichungen einseitig dargestellt.
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Abbildung 66: Penetration von Propylenglycol aus Basiscreme und modifizierter Basiscreme in 4%ige
Dodecanol-Collodiummembran; die Zubereitungen enthielten zudem kristallines Metronidazol (blau
0,75%, rot 1,0%, griin 2,0%) oder AEMetro (schwarz 0,6%, grau 0,8%, hellgrau 1,0%), n = 3.
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Abbildung 67: Penetration von Wasser aus verschiedenen Metronidazol- und AEMetro-haltigen Vehikeln
in 4%ige Dodecanol-Collodiummembran; die Zubereitungen enthielten zudem kristallines Metronidazol
(blau 0,75%, rot 1,0%, griin 2,0%) oder AEMetro (schwarz 0,6%, grau 0,8%, hellgrau 1,0%), n = 3.
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Abbildung 68: Penetration von Metronidazol (A-C), Propylenglycol (D) und Wasser

(E, F) aus

verschiedenen Vehikeln in humanes SC, n = 3; A-C, F: kristallines Metronidazol 1,0% (rot), AEMetro 0,6%
(schwarz), 0,8% (blau), Metrocreme® (grin); D, E: Basiscreme ist durch geschlossene Symbole und
modifizierte Basiscreme durch offene Symbole und entsprechend geringerer Farbintensitit charakterisiert;
in einzelnen Fillen wurden der Ubersichtlichkeit halber die Standardabweichungen einseitig dargestellt.
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