Mikroemulsionen als moderne Formulierungen
zum Einsatz bei chronisch entziindlichen
Hauterkrankungen am Beispiel Tacrolimus

und Linolsaure

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Naturwissenschaftlichen Fakultat |
Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von
Frau Alexandra Sabine Barbel Gobel
geboren am 16.10.1980 in Hanau
Gutachter /in
1. Prof. Dr. Dr. Reinhard Neubert
2. Prof. Dr. Johannes Wohlrab
3. Prof. Dr. Dr. Jurgen Lademann

Halle (Saale), 19.02.2010



Abklrzungsverzeichnis

Abkilrzungsverzeichnis
13-HPODE  13-Hydroperoxy-9-cis-11-trans-octadecastiene

16-DSA 16-Doxylstearinsaure

ACP Ascorbylpalmitat

AD Atopische Dermatitis

AK Akzeptor

AMK Arzneimittelkommission

an Hyperfeinkopplungskonstante

APG Alkylpolyglucoside

Bo Magnetfeld

BHT Butylhydroxytoluol

CAM Chorio Allantois Membran

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

Cs Sattigungskonzentration

Cv Wirkstoffkonzentration im Vehikel

D Diffusionskoeffizient

Do Wechselwirkungsfreier Diffusionskoeffizient

DAD Diodenarraydetektor

DAZ Deutsche Apothekerzeitung

DB Doppelbindung

Dil.-reihe Dilutionsreihe

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

DR Dermis

EMEA Europaische Arzneimittelagentur

EOS ester-linkage-hydroxysphingosine

EP Lebende Epidermis

EPR electron paramagnetic resonance

ESI Elektrosprayionisation

ESR Elektronenspinresonanzspektroskopie

FDA Arzneimittelzulassungsbehdrde der Vereinigtéam&n Food and Drug Admi-
nistration)

FK 506 TacrolimusTsukuba macrolide immune suppres$ant

FKPB-12 FK 506 binding protein

FSG Fettsduregemisch

GC Gaschromatographie

HD-PMI 2-Heptadecyl-2,3,4,5,5-pentamethylimidazivied 1-oxyl

HET CAM Huhner-Ei-Test Chorio Allantois Membran

HLB Hydrophilic Lipophilic Balance

HPLC Hochleistungsflissigchromatographitgh pressure liquid chromatography



Abklrzungsverzeichnis

MMF

MS
NF-ATc
NMF
NMR
Oo/wW

p

PASI
PBS
PeG
PEG
Ph 90G
Ph. Eur.
Pl 1200
Pl 2000
PrG

R2

S
SANS
SAXS
SC

SD
SDS
SIM
SLS
Sp

T CG90
TCL
TEMPO
TEWL
Th
TMSH

Hamorraghie
Kernspinquantenzahl
Immunglobuline der Klasse E
Internationale Nomenklatur fir kosmetischeffet
Flux
Linols&ure
Membranverfarbung
Mikroemulsion
Mycophenolatmofetil
Magnetquantenzahl
Massenspektrometrie
nuclear factor of activated cells
Nattrliche Feuchthaltefaktorenatural moisturizing factgr
Kernspinresonanzspektroskopie
Ol in Wasser
Irrtumswahrscheinlichkeit
Psoriasis Area and Severity Index
Phosphatgepufferte Kochsalzlosuplgasphate buffered salipe
1,2-Pentylenglycol
Polyethylenglycol
Phospholipon 90G
Europdisches Arzneibuch
Plantacare 1200 UP
Plantacare 2000 UP
1,2-Propylenglycol
Korrelationskoeffizient
Elektronenspin
Neutronenkleinwinkelstreuung
Rontgenkleinwinkelstreuung
Stratum corneum
absolute Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
Selected ion monitoring mode
Statische Lichtstreuung
Spezies
Tegocare CG90
Tacrolimus
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl
Transepidermaler Wasserverlust
T-Helferzellen
Trimethylsulfoniumhydroxid



Abklrzungsverzeichnis

upP
UVA

W/O
a-TPA

Ka

Konservierungsmittelfreu@preservep
Ultraviolett Typ A
Verteilungskoeffizient

Wasser in Ol

a-Tocopherolacetat

Dynamische Viskositat

elektrische Leitfahigkeit

korrigierte elektrische Leitfahigkeit
Rotationskorrelationszeit



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einflhrung und Zielsetzung

2 Theoretische Grundlagen
2.1 Die menschliche Haut als Applikationsort flrrkgtoffe
2.1.1 Aufbau und Funktion
2.1.2 Dermaler Transport von Wirkstoffen
2.2 Moglichkeiten zur PenetrationsverbesserungWakstoffen
2.2.1 Modulation deStratum Corneums
2.2.2 Physikalische und mechanische Methoden
2.2.3 Verwendung unterschiedlicher Vehikel
2.3 Mikroemulsionen
2.3.1 Definition und Eigenschaften
2.3.2 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung
2.4 Chronisch Entzindliche Hauterkrankungen
2.4.1 Atopische Dermatitis
2.4.2 Psoriasis
3 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von Tacraimus
3.1 Tacrolimus — Pharmakologisches Profil
3.2 Tacrolimus in der dermalen Anwendung
3.3 Physikochemische Eigenschaften von Tacrolimus
3.3.1 Sattigungsloslichkeiten
3.3.2 Verteilungskoeffizienten
3.3.3 Stabilitat bei unterschiedlichen pH-Werten
3.3.4 Zusammenfassung der physikochemischen Eilgafien
3.4 Entwicklung kolloidaler Carriersysteme
3.4.1 Entwicklung der Mikroemulsionen
3.4.2 Charakteristika der verwendeten Substanzen
3.5 Untersuchungen an tacrolimushaltigen Mikroeruokn
3.5.1 Sattigungsléslichkeiten in den Mikroemulsione
3.5.2 Wirkstoffstabilitéat in den Mikroemulsionssgsten
3.5.3 Extraktionsvorversuche
3.6 Untersuchungen zur Penetration von Tacrolimexzidierte Humanhaut
3.6.1 Penetration von Tacrolimus aus Mikroemulsmone
3.6.2 Penetration aus dem Standardvehikel Prétdpic%
3.6.3 Vergleich der Penetrationsergebnisse vonoliears aus den
Mikroemulsionen und Protopid,1 %
3.6.4 Zusammenfassung der Penetrationsergebnisse

4 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von Linolgwure
4.1 Linolsaure-Anwendung und Wirkung
4.2 Physikochemische Eigenschaften von Linolséure

4.2.1 Sattigungsloslichkeiten

OJwOQH

o o

13

37
40
41
41
3 4
44



Inhaltsverzeichnis

4.2.2 Zusammenfassung der physikochemischen Eilgafien 45
4.3 Entwicklung eines kolloidalen Carrier Systems 5 4
4.3.1 Entwicklung der Mikroemulsion 45
4.3.2 Charakteristika der verwendeten Substanzen 47
4.4 Untersuchungen an linolsaurehaltigen Mikroeronkn 49
4.4.1 Stabilitat der Octadiensauren im System 49
4.4.2 Extraktionsvorversuche 53
4.5 Untersuchungen zur Penetration von 9,11-Oatadigre in exzidierte Humanhaut 54
4.5.1 Penetration aus der Mikroemulsion 55
4.5.2 Penetration aus dem Standardvehikel Linatéf Fe 56
4.5.3 Vergleich der Penetrationsprofile von 9,1ta@ensdure aus der
Mikroemulsion und Linola Fett 57
4.5.4 Zusammenfassung der Penetrationsergebnisse 61
5 Charakterisierung der entwickelten Mikroemulsionen 62
5.1 Erstellung von Phasendiagrammen 62
5.2 Polarisationsmikroskopie 67
5.3 Untersuchungen zur dynamischen Viskositat 67
5.4 Konduktivitdtsmessungen 70
5.5 Dynamische Differenzkalorimetrie 72
5.6 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 78
5.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 85
5.8 Dynamische Lichtstreuung 86
5.9 HET CAM-Untersuchungen 88
5.10 Zusammenfassung der physikochemischen Chasitteng 90
6 Zusammenfassung 92
7 Experimenteller Tell 94
7.1 Herstellung der Formulierungen 94
7.2 Wirkstoffanalytik 94
7.2.1 Analytik von Tacrolimus 94
7.2.2 Analytik der Octadiensauren 95
7.3 Extraktion der Wirkstoffe aus der Formulierung 96
7.4 Wirkstoffstabilitdtsuntersuchungen 97
7.5 Physikochemische Parameter der aktiven Komgenen 97
7.6 Penetrationsstudiex vivo 98
7.7 Physikochemische Charakterisierung 99
7.7.1 pH-Wert Bestimmung 99
7.7.2 Erstellung von Phasendiagrammen 99
7.7.3 Polarisationsmikroskopie 99
7.7.4 Viskositatsuntersuchungen 99
7.7.5 Konduktivititsmessungen 100
7.7.6 Dynamische Differenzkalorimetrie 100

7.7.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 100



Inhaltsverzeichnis

7.7.8 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 100
7.7.9 Dynamische Lichtstreuung 101
7.7.10 HET CAM-Untersuchungen 101

7.8 Statistik 101

7.9 Substanzen 101

8 Literatur 103



Einfuhrung und Zielsetzung

1 EinfGhrung und Zielsetzung

Die menschliche Haut erfillt in ihrer Eigenschdft grof3tes Organ nicht nur physiologische
Funktionen, vielmehr stellt sie auch einen wichtiggplikationsort flr Arzneistoffe dar. Das
Interesse einer topischen Therapie krankhafter \a@ihderungen insbesondere chronisch
entztindlicher Hauterkrankungen hat in den letzédmeh zugenommen, da diese im Vergleich
zu einer systemischen Applikation diverse Vortéiletet. Zum einen ist die dermale Applika-
tion bei der Behandlung lokaler Erkrankungen vont®ig da sich der therapeutische Effekt
auf das betroffene Hautareal beschrankt, wodumbh systemische Belastung des gesamten
Kdrpers reduziert werden kann.

Andererseits ist es trotzdem moglich, wenn gewisgine systemische Arzneistoffverfig-
barkeit mit transdermaler Administration verschieeleWirkstoffe zu erzielen, wodurch es zu
einer Minimierung deéirst passEffektes kommt. Allerdings muss bei einer dermatgpli-
kation zuerst die duR3ere Hautbarriere 8aatum corneunfSC) Uberwunden werden, um the-
rapeutische Wirkstoffkonzentrationen in tiefererutéghichten oder im Blut zu erzielen. Die-
ser Prozess kann von verschiedenen Faktoren wigligsikochemischen Eigenschaften des
Wirkstoffes sowie dem verwendeten Vehikel beeirslwgerden.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, groldmolelejléipophile Substanzen in geeignete galeni-
sche Systeme zu inkorporieren und damit in grol3eaf3eMin die Haut zu transportieren. Die
Penetrationseigenschaften dieser fur die dermaj@ikgtion problematischen Stoffe soll da-
durch signifikant verbessert werden. Idealerweisel Wetztendlich eine ausreichende bzw.
verbesserte Bioverfugbarkeit der Substanzen irHdet erreicht. Geeignete Modellsubstanzen
fur diesen Zielgedanken sind der lipophile Arzrd@isTacrolimus (FK 506) und die Fettsaure
Linolsaure (LSR). Diese beiden Stoffe zeichnen giaim einen durch ihre physikochemischen
Eigenschaften als ideale Vertreter gromolekulastark lipophiler Stoffe aus. Zum anderen
haben beide Substanzen eine hohe dermatologische Kmsmetische Relevanz, die fir
Tacrolimus und auch Linolsaure insbesondere inBdesis- sowie akuten Therapie chronisch
entzindlicher Hauterkrankungen zum Tragen kommit.

Einsatz findet das Makrolidlacton Tacrolimus (TQmjt seinen immunsuppresssiven bzw.
immunmodulierenden Eigenschaften in der systemiscChieerapie zur Immunsuppression
nach Organtransplantationen. Fur die topische Adweg steht TCL seit 2002 in Deutschland
bekanntlich in Form einer lipophilen Salbe Prot8dit einer 0,1 %igen und einer 0,03 %igen
Konzentration kommerziell zur Verfigung. Aufgrundireer hohen Lipophilie und hohen
Molmasse gestaltet sich die Penetration von TClLselsvierig. Konventionelle Vehikel sind
aus diesem Grund nicht in der Lage ausreichend N@hlkstoffkonzentrationen in tiefere
Hautschichten penetrieren zu lassen, was fur derafiie dePsoriasis vulgarisvVorausset-
zung ist. Vor diesem Hintergrund wird deutlich, sladie galenische Optimierung von
tacrolimusenthaltenden Praparationen fur die epik@itApplikation notwendig ist.

LSR stellt eine wichtige Komponente in der Basistpee chronisch entzindlicher Hauter-
krankungen sowie in der Therapie der Xerosis daes® essentielle ungesattigte Fettsdure
besitzt als Bestandteil der interzellularen Lipidrxades SC strukturbestimmende Merkmale
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und dartber hinaus noch multiple Schutzfunktioidaben den wichtigen strukturgebenden
Funktionen werden der LSR noch antiinflammatoriséfikungen zugesprochen. Im Handel
ist mit Linola FetP bereitsein linolsaurereiches Fertigpraparat verfiigbar.ghuid der hohen
Molmasse und der sehr hohen Lipophilie ist jedaethahier eine Penetration grof3er Anteile
von LSR schwer erreichbar.

Um eine verbesserte lokale Bioverfugbarkeit und itlaime Realisierung bzw. Verstarkung
der therapeutischen Effekte von Tacrolimus und Iséare zu erreichen, ist der Einsatz mo-
derner galenischer Formulierungen und Vehikel eimovativer Ansatz, mit dem eine Steige-
rung der Freisetzung und Penetration von TCL und b®glich wird. Dieses ist insbesondere
im Hinblick auf die Gegebenheiten der psoriatisehinderten Haut wichtig.

Zu diesen modernen galenischen Konzepten gehoérekrodmulsionen, die exzellente
Solubilisierungseigenschaften speziell fir Problemeistoffe wie TCL oder stark lipophile
Komponenten wie LSR bieten. Gleichzeitig sind did&shikelsysteme in der Lage, die
Barrierefunktionen des SC reversibel herabzusetnehdamit eine Penetrationsverbesserung
zu erzielen.

Im Fokus dieser Arbeit liegt die Entwicklung vermadtener Mikroemulsionssysteme fir
grolBmolekulare, stark lipophile Substanzen wie Z.8L und LSR, die fur die dermale An-
wendung eingesetzt werden kénnen. Es sollen O/Wadikulsionssysteme formuliert wer-
den, deren Inhaltsstoffe sehr gut hautvertragliot. Gleichzeitig sollen der Arzneistoff TCL
und LSR in relevanten Konzentrationen inkorponeerden. Charakterisiert werden die For-
mulierungen mit Hilfe verschiedenster Methoden. &misch werden Experimente zu
Loslichkeiten und Stabilitaten der beiden Stofferémschiedenen Medien sowie in den Mikro-
emulsionssystemen durchgefihrt. Weiterfihrend wad Penetrationsverhalten von TCL und
LSR aus verschiedenen Systemen in exzidierte Huaaelk vivountersucht und die Ergeb-
nisse mit den oben erwéhnten Fertigpraparaten cStoder Linola Feft verglichen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Die menschliche Haut als Applikationsort flr Wikstoffe

2.1.1 Aufbau und Funktion

Die Haut stellt das gro3te menschliche Organ depdté dar. Sie dient zur Abgrenzung zwi-
schen der Umwelt und dem Organismus. In diesernSg®ft besitzt sie Schutz-, Kontakt-
und Sinnesfunktionen. Aufgebaut ist die Haut ausi&mis, Dermis und Subcutis. Es finden
sich zusatzlich Hautanhangsgebilde (Adnexen) wibw@dddrisen, Talgdrisen, Haare und
Né&gel (Abbildung 1).

L— Haarschaft

Hornschicht

Epidermis

oberer Getaliplexus

Haarmuskel

Dermis Talgdriise

Haarbulbus

Subcutis tiefer Getal3plexus

Haarpapille

ﬁ%t())i]ldung 1 — Aufbau der Haut mit Hautanhangsgebilden, modifiziert nach GRUNEBERG, zitiert nach

Die Hautoberflache ist mit einer dinnen Emulsiohgdt bestehend aus abgestol3enen Horn-
zellen sowie Ab- bzw. Ausscheidungsprodukten dernkichicht, Schweil3- und Talgdriisen
bedeckt. Der Oberflachenfilm besitzt jedoch keirsrigreeigenschaften sondern ist gut per-
meabel fur Sauerstoff, Kohlendioxid und Wasser. @is\Wert liegt im Allgemeinen zwischen
5,0 und 6,0 und tragt malRRgeblich zu den baktemzigied fungiziden Eigenschaften dieser
Emulsionsschicht bei [150].

Die auRRerste Hautschicht, die Epidermis, ist eifh@mendes Plattenepithel. Sie lasst sich in
verschiedene Schichten gliedern. Zu diesen geh@ioen aul3en nach innen d&ratum
corneum dasStratum granulosumdasStratum spinosumnd dasStratum basalewobei der
lebende Teil mit denStratum lucidunbeginnt, das zwische@tratum corneunund Stratum
granulosum lokalisiert ist. Die Epidermis besteht zu einemof@eil (ca. 90 %) aus
Keratinozyten. Diese werden durch ZellproliferationStratum basal@ebildet und wandern
durch die Schichten der Epidermis bis Btsatum corneumDie Keratinisierung erfolgt letzt-
endlich beim Ubergang vorBtratum granulosunins Stratum corneumAus den lebenden
kernhaltigen Keratinozyten entstehen auf diesemaéNegnlose Hornzellen, die Korneozyten.
Neben den Keratinozyten finden sich in der Epidernmoch pigmentproduzierende
Melanozyten sowie Langerhans Zellen, die in dereLsipd, eine Immunantwort einzuleiten
[150].
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Die aulRerste Epidermisschicht, dgtsatum corneunfSC) kann in seinem Aufbau nachi&S
[59] als ein Zweikompartimentmodell beschrieben deer. Es besteht aus 10 bis 20 Zell-
schichten keratinisierter Korneozyten eingebettet interkorneozytare, lamellare
Lipidschichten, die sich aus Ceramiden, Cholestarm freien Fettsduren zusammensetzen.
Die Synthese der Hautlipide erfolgt in Lamellargran denodland bodies die aus dem
Golgiapparat hervorgehen. Die Korneozyten sind wiegrend aus Keratinfilamenten aufge-
baut, umgeben von einer rigiden Huille bestehenddaus Protein Involucrin decornified
envelopeDie Stabilitdt und Barrierefunktion des SC wind &erschiedenen Ebenen realisiert.
Einerseits sind die Korneozyten durch hakendhnliclsrukturen sowie durch
Corneodesmosomen verbunden. Andererseits trageBildigerstrukturen der Lipidschicht zur
Festigkeit bei [225].

Die unter der Epidermis liegende Dermis bestehtkaligen- und Elastinfasern. Eingebettet
in dieses Gertst findet man ein verzweigtes Net&zlaumphbahnen, Nervenfasern und Blut-
kapillaren, letztere sind, neben der Blutversorgdag Haut, mit den Schweil3drisen auch fur
die Regulation des Warmehaushaltes verantwortliclder Dermis finden sich ebenfalls die
Hautanhangsgebilde Haare, Nagel, Schweil3- und fizdgd.

Die unterste Hautschicht, die Subcutis, bestehtlazierem Bindegewebe mit eingelagerten
Fettzellen. Ihre Funktion besteht in der Energiedmrung, Warmeisolation und dem mecha-
nischem Schutz [229].

2.1.2 Dermaler Transport von Wirkstoffen

Der Transport von Wirkstoffen in die Haut kann edit Penetration durch die Hornschicht
oder durch die Hautanhangsgebilde erfolgen.

Interzelluldre Transzelluldre
Passage Passage

itk

Lipid Wasser Cholesterol Triglyceride Matrix Keratin

Lipicl
Intra-
zelluldrer

Abbildung 2 — Penetrationswege in die Haut modifiart nach BARRY [22]

Aufgrund des geringen Anteils an Haarfollikeln, g-alnd Schweil3driisen auf der Hautober-
flache (0,1 % - 1 %) scheinen die transfollikul&mvie die transglanduldre Route eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen. In Abh&ngigkeit Idérperregion kann, wie von TBERG
untersucht, der Anteil der Haarfollikel erhoht sgis4]. Dies fuhrt zu einem Anstieg der Pe-
netration durch diese sogenanngiuntRouten. Allerdings stehen nur die ,offenen Harfo
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likel zur Aufnahme von Stoffen zur Verfiigung, dialgproduktion bzw. Haarwachstum auf-
weisen [121].

Die Penetration von Stoffen erfolgt jedoch zu groBateilen Uber den transepidermalen Weg
(Abbildung 2). Lipophile Stoffe verfolgen dabei amahrscheinlichsten den interzelluléaren
Weg entlang der lipophilen Kohlenwasserstoffketten SC-Lipide [22]. Fiur hydrophile Mo-
lekile wird eher die transzellulare Route angenomnia diese Substanzen dabei abwech-
selnd durch lipophile und hydrophile Bereiche diffieren missen, ist dieser Weg umstritten.
Maglich ist jedoch eine Penetration durch die codesmosomalen Strukturen, die die
Korneozyten miteinander verbinden [225]. Diskutieitd zusatzlich eine mogliche Diffusion
hydrophiler Substanzen entlang der hydratisiertepféruppen innerhalb der Lipidbilayer,
wodurch die interzellulare Route als wichtigsterg/ééngestuft werden kann [22, 81, 200].

Die Aufnahme von Wirkstoffen Uber die oben besdieren verschiedenen Routen ist nicht
allein durch die Barrierefunktion der Haut gepragtdern stellt ein komplexes Wechselspiel
zwischen den physikochemischen Eigenschaften demil@ingenden Stoffs, dem Vehikel
sowie der Haut dar. Voraussetzung ist im ersterrittatas Losen des Wirkstoffes in der
Grundlage des Vehikels, daraufhin kommt es zuruSi@in der Molekiile zur Grenzflache zwi-
schen Vehikel und SQ.iberation). Gefolgt von der Penetration in dierfchicht sowie der
Permeation durch die lebende Epidermis und Derdmider Dermis kann letztendlich die Auf-
nahme in die systemische Zirkulation durch Resomptiber das mikrovaskulare Gefal3netz
erfolgen. Da das SC die Hautbarriere darstelltdbbres sich bei der Penetration gewohnlich
um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Dek$tbfftransport in die Haut stellt hier-
bei einen passiven Prozess dar. Er lasst sich wderAnnahme vorherrschendsmk
Bedingungen in der Haut, die durch den steten Abpart des Wirkstoffes im Korper reali-
siert wird, mit Hilfe des 1. IEKschen Diffusionsgesetz beschreiben. ZusatzlicllestSub-
stanzfluss von der Verteilung des Wirkstoffes zWest dem Vehikel und der Haut abhangig,
woraus sich letztendlich folgende Gleichung erfi6, 189]:

— D*VkSC/V * dQ

J=P*c, = C, = Formel 1
h dt* A

Hierbei qilt:

P Permeationskoeffizient,

Cv Konzentration des freien, geldsten Arzneistoffes/ehikel,

D Diffusionskoeffizient des Arzneistoffes im SC,

Vkscn Verteilungskoeffizient zwischen SC und Vehikel,

h Lange des Diffusionsweges,

dQ/dt pro Zeiteinheit aus dem Vehikel diffundierenirkstoffmenge und
A Flache.

In der Gleichung spielen nach Definition von D ohir SOKES-EINSTEIN Beziehung weitere
Einflussgré3en wie die MolekiilgroR3e, die Viskosdas Diffusionsmediums und die Tempe-
ratur eine Rolle [126].
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Die Verteilung des Wirkstoffes zwischen der Forramling und dem SC stellt einen nicht un-
erheblichen Faktor fur die dermale bzw. transdeemirkung dar. Charakterisiert werden
kann die Affinitat eines Stoffes zwischen zwei niotiteinander mischbaren Medien mit Hilfe
des VerteilungskoeffizientenVDa das SC sowohl hydrophile als auch lipophilead bein-
haltet, ist die Penetration von Stoffen mit einemrteilungskoeffizienten nahe 1 beglnstigt
[238].

Eine weitere Grol3e zur Beurteilung der Tendenzse8teffes aus seiner Formulierung zu libe-
rieren, stellt die thermodynamische Aktivitat d&ie drickt das Verhaltnis der Konzentration
des Wirkstoffes (9 zu dessen Sattigungsldslichkeit) (on Vehikel aus (gcs). Erhoht man
folglich die Konzentration des Stoffes in der Fohenung kommt es zu einem Anstieg der
thermodynamischen Aktivitat. Sie erreicht ihr Maxim bei ¢ = ¢[20].

2.2 Mdglichkeiten zur Penetrationsverbesserung vowirkstoffen

Die gezielte Penetration von Wirkstoffen in die Haawie deren dortige Anreicherung oder
Resorption in den systemischen Blutkreislauf stalifgrund der Gegenwart der Hautbarriere
SC eine Herausforderung dar. Zur Verbesserung ddsstfftransportes in die Haut kénnen

verschiedenen Strategien verfolgt werden, von deraahstehend einige wichtige betrachtet
werden.

2.2.1 Modulation desStratum Corneums

Die einfachste Methode zur Beeinflussung der Hattya kann durch die Erhdhung des
Wasseranteils in der Hornschicht realisiert werdem.ch Okklusion kann der Wassergehalt
bis zu 50 % gesteigert werden [94]. Als wahrschehster Mechanismus der Hydratisierung
wird hier die Proteinmatrix in den Korneozyten Atggriffspunkt diskutiert [237]. Gleichzeitig
kann durch die Einlagerung von Wasser in die Ligthw der Ordnungszustand der Bilayer
gestort werden [32]. Neben seiner keratinolytischéinkung besitzt auch Urea die Eigen-
schaft, Wasser zu binden und dadurch die HydratesrHornschicht zu erhdhen [226]. Infolge
der Hydratisierung des SC ist es moglich, die Ratieh von hydrophilen und lipophilen Arz-
neistoffen in die Haut zu férdern.

Eine weitere Mdglichkeit zur Modulation des SC isflas Einbringen von
Penetrationsenhancern. Diese Substanzen setzeBadirerefunktion reversibel herab und
erleichtern damit das Eindringen von Arzneistoff@ie genauen Mechanismen sind haufig
komplex und nicht vollstandig aufgeklart. Versclaad Wirkungsweisen von Enhancern so-
wie Beispiele fur Substanzen sind in Tabelle 1 efifiyrt.

Tabelle 1 — Penetrationsenhancer und ihre Wirkweige[150, 219, 220]

Substanzen Mechanismus
Dimethylsulfoxid — Ausbildung losemittelgefiillter Raume im SC
(DMSO) — Verbesserung der Fluiditat der Bilayerstruktures 8C

— Veranderung der Wirkstoffverteilung zugunsten 8€s
— Interaktion mit intrazellularem Keratin (Konfornasanderung)
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Substanzen Mechanismus

kurzkettige Alkohole  — Erniedrigung der Diffusionsbarriere des SC durch
z.B. Ethanol, Propanol,  Extraktion von Lipiden und Proteinen
Butanol, Pentanol — Erh6hung der thermodynamischen Aktivitat des Woks im Vehikel
durch schnellere Verdunstung
— Ldsungsvermittelnde Eigenschaften
Polyole — Schlepperfunktion ins SC fiir Wirkstoffedlvent drag

z.B. Propylenglycol,  _ grniedrigung der Diffusionsbarriere des SC durolv&isierung von Keratin
Pentylenglycol

Tenside — Anderung der Diffusionsbarriere durch AdsorptionGrenzflachen
und Wechselwirkungen mit Membranen
— Solubilisierung von SC Lipiden
Fettsauren — Erniedrigung der Diffusionsbarriere durch Stéruley interzelluléaren Bilayer
z.B. Linolsaure, — Verbesserung der Fluiditat der Bilayerstruktures 8C

Olsaure
Terpene — Erniedrigung der Diffusionsbarriere durch Stéruleg interzellularen Bilayer
Pyrrolidonderivate — Erniedrigung der Diffusionsbarriere durch Stéruley interzelluldaren Bilayer

und durch Interaktion mit Keratin
—Veranderung der Wirkstoffverteilung zugunsten dé€s S

2.2.2 Physikalische und mechanische Methoden

Neben der Modulation des SC durch Hydratisierungero&inbringen verschiedener

Enhancermolekiile, ist es zudem moglich mittels jdayischer oder mechanischer Methoden
die Barrierefunktion des SC herabzusetzen. In Talesind verschiedene Methoden mit ihren
Wirkprinzipien dargestellt.

Tabelle 2 — Physikalische und mechanische Methodenr Penetrationsverbesserung [48, 219, 220]

Methode Wirkprinzip
lontophorese  — Einbringen von Wirkstoffen durch Anlegen eineriggen elektrischen Spannung
—lonogene Wirkstoffe werden von der Arbeitselek&rathgestoRen
und in die Haut gedrangt
— lonentransport ist proportional zur angelegtenn®pag und damit gut steuerbar
Elektroporation — Einbringen von Wirkstoffen durch Anlegen hoher Spangspulse
— Erzeugung vorubergehender hydrophiler Poren

Sonophorese  —Verbesserung der Konvektion und Diffusion von Wtdéfen durch Anlegen von
Ultraschall
— Ultraschallwellen erzeugen Kavitationsblasen
Mikronadeln  — Einbringen von Wirkstoffen durch Perforation de3 it Mikronadelarrays

(Lange 1Qum — 200um)

2.2.3 Verwendung unterschiedlicher Vehikel

Neben den oben vorgestellten Strategien zur Peiogisaerbesserung von Wirkstoffen ist es
aulerdem mdglich durch die Verwendung geeigneteieCawirkstoffkonzentrationen in der
Haut zu steigern. Zum Einsatz kommen dabei z.Bos@gmen oder die verwandten Niosomen.
Bei diesen Carriersystemen wird davon ausgegargess, sie selbst nicht tief in die Haut pe-
netrieren, sondern im SC oder den oberen Bereideeriebenden Epidermis akkumulieren
[23, 62, 219]. Auch die Verwendung von Nanopartikels Carrier fur die dermale Anwen-
dung von Wirkstoffen ist weit verbreitet und besai nachstehenden Quellen ausfiuhrlich be-
schrieben [104, 109, 122, 157, 203, 236].
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Der Fokus dieser Arbeit liegt bei der Verwendung wikroemulsionen als kolloidale Carrier
Systeme fiur die dermale Anwendung von Wirkstofif€harakteristika von Mikroemulsionen
zur dermalen Anwendung werden im nachfolgendenti€bpetrachtet.

2.3 Mikroemulsionen

2.3.1 Definition und Eigenschaften

Mikroemulsionen (ME) gehdren zu den modernen Aioditragersystemen. Sie sind ther-
modynamisch stabile, kolloidale Systeme, bestela@sceiner 6ligen und einer wassrigen Pha-
se. Die Stabilisierung erfolgt durch den Einsata ##nulgatoren. Die Bildung von ME erfolgt
spontan durch Kombination geeigneter Konzentratioter verschiedenen Phasen und Emul-
gatoren und wurde erstmals 1943 vabAR und SSHULMAN beschrieben [90].

ME-Systeme sind optisch isotrope, transparente l&eht opaleszente Losungen. Sie besitzen
eine geringe Viskositat und zeigen das VerhaltewtNiescher Flussigkeiten. Zur Bildung ist
keinerlei Energieaufwand erforderlich [49, 58, 14iAd sie geht mit einer signifikanten Ab-
nahme der Grenzflachenspannung einher [51, 129]dignbendtigte niedrige Grenzflachen-
spannung im System zu erreichen ist es notwendigneCo-Emulgator (z. B. kurzkettige Al-
kohole oder nichtionogene Emulgatoren) hinzuzufiigiem in der Lage ist durch Einlagerung
in amphiphilen Grenzschichten deren Fluiditat umdrkmung zu verstarken [17, 51].

Die Mikrostruktur der resultierenden ME-Systeme rkamterschiedlich ausgepragt sein, sub-
mikroskopische Regionen von wassriger oder oligatuNwerden von einer Grenzflachen-
schicht der Emulgatorphase getrennt. Abhangig erHauptkomponente der ME werden die
Systeme in Wasser-in-Ol (W/O) oder Ol-in-Wasser WD/ Mikroemulsionen mit
tropfchenahnlicher Struktur eingeteilt. Falls imd8ystem 0Olige Phase und wassrige Phase zu
gleichen Teilen enthalten sind, kénnen bikontidighe Strukturen mit zusammenhangenden
Bereichen getrennt von emulgatorreichen Grenzflad®mbachtet werden [195]. Die Gemein-
samkeit aller Mikrostrukturen liegt jedoch darimsd sie sehr dynamisch sind und kontinuier-
lichen sowie spontanen Fluktuationen unterlieganethalb der Systeme kommt es dadurch
zu laufendem Aufbrechen der Domanen und spontaeengBnisationsprozessen [110, 123].
Die Bezeichnung Mikroemulsion ruft gelegentlich Blisrstdndnisse hervor, denn sie impli-
ziert die Gegenwart klassischer emulsionsartiggeschaften mit Tropfchendurchmesser im
Submikronbereich. In Tabelle 3 sind die untersdiibdn Eigenschaften von ,Mikro®- und
.Makro“- Emulsionen aufgefuhrt, um die Unterschiedieser beiden Systeme zu verdeutli-
chen.

Tabelle 3 — Unterschiedliche Eigenschaften von Mikremulsionen und Makroemulsionen [87]

Eigenschaft Mikroemulsion Emulsion
Erscheinungsbild transparent / durchscheinend gilch
Thermodynamik stabil instabil

(kinetisch stabilisiert)
Bildungsprozess spontan Energieaufwand nétig
Grenzflachenspannung gegen 0 MmN m ~ 50 mN mt
Mikrostruktur dynamisch (fluktuierende Strukturen)Einzelgebilde (bis zur Koaleszenz)

8
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Eigenschaft Mikroemulsion Emulsion
optisch isotrop ja nein
TrépfchengroRe der kolloida-
len Phase 5 nm - 100 nm > 500 nm

(Nanoemulsionen: > 50 nm)

Aufgrund ihrer kleinen Teilchengro3e, der starkfilierenden Strukturen und daraus entste-
henden verschiedenen Mikrostrukturen, ist die Gtiarsierung entwickelter kolloidaler Sys-
teme sehr anspruchsvoll. Die Kombination verschmed& echniken ist nétig, um falsche Er-
gebnisinterpretationen ausschlieen zu kénnen.efyphdysikochemischen Charakterisierung
werden unter anderem Polarisationsmikroskopie, Riges und Konduktivitditsmessungen
herangezogen [8, 119, 164, 212]. Etwas ansprudesgoUntersuchungen kdnnen mit stati-
scher (SLS) oder dynamischer Lichtstreuung (DLSgirkvinkelneutronenstreuung (SANS)
oder Kleinwinkelréntgenstreuung (SAXS) und Kernspin (NMR) und
Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR) durchgefilerden [18, 116, 186, 197, 198].
Zur Veranschaulichung der Mikrostruktur ist es adBen maoglich, ME mittels Elektronen-
mikroskopie zu untersuchen [99].

2.3.2 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung

Aufgrund ihrer speziellen Eigenschaften bieten Mémulsionen viele Vorzuge fir den Ein-
satz als galenische Vehikel zur dermalen Anwendagu gehéren die sehr einfache Herstel-
lung, ihre hohe Stabilitat, die exzellenten Sois@lungseigenschaften sowohl fir hydrophile
als auch lipophile Stoffe und ihre sehr guten Ratenseigenschaften [87]. Ihre topische Ap-
plikation als Vehikelsysteme von Wirkstoffen isheiinnovative Mdglichkeit zur Erhéhung
der Verfugbarkeit von Wirkstoffen in den Zielkomparenten der Haut. In der transdermalen
Therapie ist es zudem denkbar unter Umgehundid¢passEffektes, erhdhte Konzentratio-
nen im Blutkreislauf zu erreichen. Die Verwenduran WE bietet demnach eine Reihe an
Vorteilen, trotzdem ist ihre Anwendung in der Psarbch nicht weit verbreitet. Als Nachteil
von ME ist der Einsatz hoher Emulgatorkonzentratiozu nennen. Um eine gute dermale
Vertraglichkeit zu erzielen, sollte die Konzentwatider Tenside kleiner als 40 % gehalten
werden und nur sehr gut hautvertragliche Emulgataten Einsatz kommen.

Die exzellenten penetrationsverbessernden Eigeftsohfiir Wirkstoffe sind fur ME zwar
allgemein akzeptiert, jedoch ist der genaue Medanmans ihrer Wirkweise als kolloidale Car-
rier noch nicht vollstdndig aufgeklart. Angenommeind ein Zusammenspiel verschiedener
Faktoren, die mal3geblich von der ZusammensetzundM@eund der daraus resultierenden
Mikrostruktur abhangig sind. Der Einfluss der Enaitgphase auf den Arzneistofftransport in
die Haut wurde vielfach untersucht. Es konnte lgab&obachtet werden, dass mit steigender
Emulgatorkonzentration sich nicht unbedingt auch Flex des Wirkstoffs erhdhte [44, 53,
116, 202, 235]. Vermutlich kommt es durch Anstieg BEmulgatorphase zu einem Absinken
der thermodynamischen Aktivitdt des Wirkstoffs inyst&m, woraus eine schlechtere
Liberationsrate resultiert [44, 235]. Die penetasifordernden Wirkungen der ME konnen
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damit nicht allein auf die Wechselwirkungen der Jida mit dem SC zurtckgefuhrt werden.
Der Einfluss der Wasserkonzentration auf die patietisfordernden Eigenschaften wurde
ebenfalls mehrfach betrachtet. Die Untersuchunggaben, dass in Gegenwart von freiem
Wasser im System der Wirkstofftransport in die Haht werden konnte [43, 153, 202]. Bei
niedrigen Wasserkonzentrationen im System scheatlenWassermolekile die Kopfgruppen
der Tenside zu hydratisieren und nicht zur Penetrahs SC zur Verfigung zu stehen bzw.
keine schnelle Wirkstoffdiffusion zu ermdglicheneHydratisierung des SC nach Applikati-
on der ME scheint damit Einfluss auf die Penetratigdrophiler sowie auch lipophiler Mole-
kile zu nehmen. Hinzuzuflgen ist dabei, dass komtliche und spontane Fluktuationen der
Domanen innerhalb der ME eine hohe Beweglichkest\t8rkstoffs ermdglichen, wodurch es
zu einer Verbesserung des Diffusionsprozess komd@it 97, 116]. O/W-ME waren in den
meisten Studien vermutlich aus den oben genannténd&n anderen ME-Typen Uberlegen
[87].

Neben der penetrationsfordernden Wirkung aufgrusrdMikrostruktur und Wirkstoffbeweg-
lichkeit kann ebenfalls die sehr gute Solubilisregskapaziat der kolloidalen Carrier Systeme
ausgenutzt werden. Appliziert man wirkstoffgeségtigder Gbersattigte Systeme, entsteht eine
sehr hohe thermodynamische Aktivitat und zusatzéichsehr hoher Konzentrationsgradient
zwischen Haut und Vehikel, was die Wirkstofflibéoat und Penetration fordert [111, 112,
161, 221].

Als Penetrationsroute fur Arzneistoffe nach Applika von Mikroemulsionen kann im All-
gemeinen der interzellulare Weg angenommen werddterdings werden auch die
transglanduléare und transfollikulare Route in Belitagezogen [25, 43, 215]. Von Vorteil sind
hierbei die geringe Grenzflachenspannung, die mereguten Spreitung auf der Haut fuhrt
sowie die niedrige Viskositat, die das Eindringen Bormulierung in die Hautanhangsgebilde
erleichtert sowie den Hautkontakt erhdht.

AbschlieRend lasst sich feststellen, dass die Wigkeon ME in ihrer Eigenschatft als kolloida-
le Carrier Systeme von verschiedenen Faktoren thessh wird, wobei die Mikrostruktur in-
nerhalb der Systeme womdglich am starksten firtdgren Wirkstofftransport in und durch
die Haut verantwortlich ist.

Neben Untersuchungen zur Wirkweise des penetrdticfesnden Effekts von ME sind weite-
re Arbeiten zur dermalen Anwendung von ME erschei@ese sind bereits in eigener voran-
gegangener Arbeit umfangreich vorgestellt und diskworden [74, 87]. Hierauf sei zur wei-
teren Orientierung verwiesen.

2.4 Chronisch Entztndliche Hauterkrankungen

Ein nicht unbedeutender Teil dermatologischer Erkuagen steht pathogenetisch im Zusam-
menhang mit dem Immunsystem. Hierbei sei vor alkkBenatopische Dermatitis, das allergi-

sche Kontaktekzem, die Urtikaria und die Psoriasisiennen. Zu den wichtigsten chronisch
rezidivierenden entzundlichen Hauterkrankungengmdiherapie u.a. mit Antiphlogistika und

Immunsuppressiva erfolgt, zahlen dabei die atopid@armatitits sowie die Psoriasis, die im

Folgenden naher vorgestellt werden.

10
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2.4.1 Atopische Dermatitis

Bei der atopischen Dermatitis (AD), auch atopisdBksem genannt, handelt es sich um eine
der haufigsten chronisch rezidivierenden entzuhdicHauterkrankungen. Etwa 5 % - 20 %
der Kinder sowie 1 % - 3 % der Erwachsenen sinddieser Krankheit betroffen. In den letz-
ten Jahren ist eine steigende Inzidenz zu beobag¢B® 192], die womdglich auf eine ver-
starkte Belastung von Umweltnoxen oder auch aufstkeggende Aufmerksamkeit gegentber
dieses Krankheitsbildes zuriickzufuihren ist. Klihiggtt die AD in der akuten Phase bei Kin-
dern als intensiv juckende, erythematdse Papulkeeserbunden mit Krusten- und Schup-
penbildung und serumhaltigen Exsudaten in Erscinginlm chronischen Verlauf der Krank-
heit kommt noch eine deutliche Lichenifikation dexfallenen Hautareale hinzu. Pragend ist
allerdings, dass zu allen Stadien der AD ein troekélautzustand existiert [224].

Die Ursachen sowie die detaillierten Entstehungsd Werlaufsmechanismen sind bis heute
nicht vollstandig aufgeklart. Die Krankheit resettiaus verschiedenen komplexen Interaktio-
nen zwischen genetischen Pradispositionen, der Wmwektioser Erreger, der Stérung der
Hautbarriere und immunologischen inflammatorisci¥onzessen. Inwieweit die genetische
Pradisposition fur dieses Krankheitsbild verantii@hutist, ist noch nicht vollstandig geklart
[192, 224]. Mdglicherweise wird die bei der Atoaftretende T-Zell-Aktivierung genetisch
SO gesteuert, dass es nach Antigenexposition prifedl zur Ausbildung so genannter Th2-
Lymphozyten kommt. Th2-Zellen produzieren dabeiokyte (IL-3, IL-4 und IL-5), die die
IgE-Produktion induzieren und zusatzlich die Regf@osinophiler Granulozyten férdern [103,
108, 138, 209]. Unterstutzt wird diese Hypotheseclduie Beobachtung, dass spezifische T-
Zell-Klone von Allergenen wie Hausstaubmilben o&etlen im Blut von Patienten grof3ten-
teils dem Th2-Typ angehéren. Durch das Th2-Reag&tiarster wird einerseits die IgE-
Produktion induziert und andererseits kann am @st ahtigenen Depots eine Ekzemreaktion
ausgeldst werden [103, 108, 159, 160].

Die Therapie erfolgt zum einen als Basistherapiewaischiedenen Emollientien. Diese die-
nen zur Linderung des Juckreizes sowie der Hakttrdweit. Die Basistherapie wird in
symptomfreien Intervallen sowie beim Auftreten Wauterscheinungen angewendet. Falls es
nicht gelingt das ekzematdse Geschehen allein mdllientien zu therapieren, ist zum ande-
ren eine antientzindliche Therapie moglich. Zum skim kommen dabei bevorzugt
Glucocorticoide, jedoch zeigen auch topische Madteoin zweiter Linie gute Therapieerfolge

[1].

2.4.2 Psoriasis

Die Psoriasis vulgarisist eine haufig auftretende, chronisch rezidiviele entziindliche Er-
krankung, die durch charakteristische schuppendeleHgekennzeichnet ist. Die pustulése
Variante ist diePsoriasis pustulosadie als exsudative Maximalvariante dieser Erkuangk
gewertet werden kann [191].

11
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Die Inzidenz belauft sich in der westlichen Bevilkey auf 2 %. In Amerika sollen bis zu 4 %
betroffen sein. Zur Manifestation der Krankheit kommes in der Regel jenseits der Pubertat
[45, 152, 192]. DiePsoriasis vulgarisst durch einen chronischen und schubartigen \érla
gekennzeichnet. Das Krankheitshild weist als typescasion meist rundliche, aber scharf be-
grenzte, ziegelrote Herde mit leichter Infiltratianf. Diese Herde sind charakteristisch mit
einer silbrig-weil3en, grol3- bis groblamellésen $gung versehen. Bevorzugt tritt sie an Kni-
en und Ellenbogen, der Sakralregion und im beha&tpfbereich auf.

Bei der Psoriasis handelt es sich um eine durctelleZ vermittelte Entziindungsreaktion.
Maf3geblich wird die Entziindung von Thl-Zellen doenin[133, 191]. Es wird allerdings
auch eine Beteiligung der T-Helferzellen Th17 disku [55]. Ausgel6st wird die Krankheit
aus einem komplexen Zusammenspiel von Umweltfakt@@vie genetischen Faktoren. Es
wird von genetischen Préadispositionen ausgegarsfeln Die Entziindungsreaktion geht ein-
her mit einer epidermalen fiir die Psoriasis charatischen Hyperproliferation und Differen-
zierungsstorung. Diese Dysregulation zeigt vorderdig die Einwanderung neutrophiler
Granulozyten in die Epidermis, bindet jedoch diastesm Zelltypen und Mediatorsysteme der
Haut mit ein [192, 222].

Die Therapie der Psoriasis beinhaltet die Entzigglklammung, Proliferationshemmung, Im-
munsuppression, Hemmung der Migration und Funktientrophiler Granulozyten und die
Vasokonstriktion. Zur Anwendung kommen dabei u.&ucGcorticoide, Psoralene gekoppelt
mit UVA-Bestrahlung, Dithranol und Vitamin D3-Anaja. Begleitet wird die Therapie der
akuten Effloreszenzen durch eine pflegende Basegpies die auch nach Besserung der Symp-
tome weitergefuhrt wird [150, 152].

12
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3 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von
Tacrolimus

In der topischen Standardtherapie chronisch-entlmed Erkrankungen der Haut wie atopi-
scher Dermatitis, Psoriasis vulgaris und exzematétritveranderungen sind Glucocorticoide
bis heute das Mittel der Wahl. Glucocorticoide d&evielseitige Therapieeffekte wie antiproli-
ferative, vasokonstriktorische, immunsuppressive wor allem antiinflammatorische Wirkun-
gen, die eine moglichst vollstandige Entziindungshang der chronisch-entzindlichen Der-
matosen bewirken. Problematisch sind allerdingsrdidieser Behandlung auftretenden uner-
winschten Wirkungen. Dazu gehdren unter andererorpky Dermatitis, Talgveranderungen,
Hirsutismus sowie eine Kapillarfragilitdt der GedaDas Hauptproblem, das insbesondere
eine Dauertherapie der Glucocorticoide erschwatrjedoch die auftretende Hautatrophie.
Infolge der Weiterentwicklung topisch anwendbardudBcorticoide konnten in ihrer vierten
Generation, den sogenanntsoft steroids diese Nebenwirkungen zwar gesenkt werden, je-
doch erfolgte damit auch eine Verminderung der ¥féakke [84]. Dem verbesserten Nutzen-
Risiko-Verhaltnis diesesoft steroidssteht haufig auch eine durch Verunsicherung beéeing
Ablehnungshaltung des Patienten gegeniber. DerrBadauverlassig wirksamen, nebenwir-
kungsarmen und topisch anwendbaren Therapeutikarftatiindliche Hauterkrankungen ist
damit immer noch gegeben [29].

Immunsuppressive Makrolide wie Tacrolimus (TCL) dem in diesem Zusammenhang mit
grolem Interesse betrachtet. Die folgenden Kapdkén beleuchten, welches Potential Mik-
roemulsionen (ME) bieten, die Behandlung chronisoteiindlicher Hauterkrankungen insbe-
sondere der Psoriasis vulgaris mit TCL zu verbesser

3.1 Tacrolimus — Pharmakologisches Profil

Die Isolierung von TCL gelang erstmals 1984 in dapas dem BakteriunStreptomyces
tsukubaensisDer Name Tacrolimus setzt sich aus seinem Entoegdort_Bukuba, seiner
chemischen Struktur Makidl und seiner Wirkung algrimunsuppressivum zusammen. Die
Aktivitat dieses starken Immunsuppressivumsrnistitro 50 - 100 mal undh vivo 10 - 20 mal
hoher als die von Ciclosporin A [92]. Obwohl beidezneistoffe strukturell keine Gemein-
samkeit zeigen, ist ihr Wirkmechanismus, der nadtestd erlautert wird, gleich.

Nach zahlreichen erfolgreichen TierexperimentendeufCL erstmals 1989 vonHDMAS E.
STARZL an der Universitat Pittsburgh an lebertransplatetie Patienten alRescue Therapie
angewandt [54, 184, 206]. 1999 gelang schlief3liehMiarkteinfihrung von TCL in Deutsch-
land unter dem Handelsnamen Pro§alé Immunsuppressivum zur Rejektionsprophylaxe im
Rahmen der allogenen Leber- und Nierentransplamisprophylaxe [184]. 2002 folgte die
Zulassung von TCL als Salbe in zwei verschiedenenzkntrationen (0,1 % und 0,03 %) un-
ter dem Namen Protofizur Therapie der mittelschweren bis schweren sthyein Dermati-
tis. Indiziert ist die Anwendung von ProtoPibei Patienten, die auf eine herkémmliche The-
rapie nicht reagiert haben bzw. diese nicht veeing§0].
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TCL ist wie der verwandte Wirkstoff Sirolimus sttukell ein Makrolidlacton (Abbildung 3),

funktionell gehort es jedoch anders als Sirolimudie Gruppe der Calcineurininhibitoren.
HO
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Bindungsdoméne Effektordoméne

CH3:H,0

Ny
-
.

H,CO  OCH;

Abbildung 3 — Strukturformel von TCL (FK 506) mit s einer Effektor- und Bindungsdomane

Hautpangriffspunkt der drei bekannten Calcineuhibitoren Ciclosporin A, Tacrolimus und
Pimecrolimus sind die T-Lymphozyten (Abbildung Bje Arzneistoffe bilden, einmal in die
Zelle gelangt, einen Komplex mit zelleigenen Immpimibnen. Ciclosporin A bildet diesen
Komplex mit Ciclophilin, wahrend Tacrolimus und &imus an da$K 506 binding protein
(FKPB-12) binden. Beide Komplexe fuhren durch Aellamg an die Phosphatase Calcineurin
zu deren Hemmung. Das Tacrolimusmolekil (Abbild@)goesitzt fur diese Funktion eine
Bindungsdomane, mit der es sich an FKPB-12 anlakgnn sowie eine Effektordomane, tber
die der entstandene Komplex mit hoher Affinitatdie Calcineurinphosphatase binden und
diese hemmen kann [70, 124, 134, 135, 144].

Da es sich bei Calcineurin um eine calcium- undanoaulinabh&ngige Phosphatase handelt,
hat ein intrazytoplasmatischer Anstieg der Calcian@entration, der bei Stimulation von T-
Zellenrezeptoren erfolgt, ihre Aktivierung zur FelgCalcineurin dephosphoryliert daraufhin
den zytosolischen Teil des Kernfaktors NF-Ahudlear factor of activated ce)lsworaufhin

es zur Translokation von NF-ATc in den Zellkern kntnim Zellkern wird dann gemeinsam
mit dem nuclearen Teil NF-ATn der funktionsfahigerifaktor NF-AT gebildet. Dieser Kern-
faktor, der sich nur in T-Lymphozyten befindet, tilert die Transkription von Genen
proinflammatorischer Zytokine durch Bindung an Potenregionen, vor allem von Interleukin
2 (IL-2), aber auch IL-4, IL-5, Interferonund TNFe [184].

Komplexiert nun aber der Tacrolimus-FKPB-12-Komp(@alcineurin, wird dessen enzymati-
sche Aktivitat blockiert, wodurch es zu keiner Adkgrung und Translokation von NF-ATc
kommen kann. Eine Bildung von NF-AT findet nicht mestatt und damit auch keine Trans-
kription von IL-2, das eine wichtige Rolle in denmunreaktion spielt. Damit kommt es zu
einer verminderten Synthese und Freisetzung weistekine, Proliferationsfaktoren und der
Aktivierung von T-Lymphozyten [218, 228]. Ohne didirkung von IL-2 verharren die T-
Lymphozyten in der ¢ oder der G Phase des eukaryoten Zellzyklus. TCL beeinflafist-
dings nicht bereits aktivierte T-Zellen und auclmkecalciumunabhangigen Aktivierungspro-
zesse.
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Abbildung 4 — Schematische Darstellung des Wirkmeamnismus von TCL und Ciclosporin A modifi-
ziert nach RUPPRECHT [184].

Neben der Verwendung von TCL in der Behandlung Brmphylaxe von Transplantatabsto-
Bung nach Nieren- und Lebertransplantationen werdémals 1992 vonEGASOTHY et al.
nach systemischer Gabe von TCL ein Therapieerfelg?soriasis vulgaris beobachtet [100].
Sieben Patienten wurden mit einer taglichen Dosis zweimal 0,15 mg kyiber vier Wo-
chen behandelt. Es konnte eine Verbesserung deptSyme oder sogar eine vollstandige Re-
mission beobachtet werden. Diese Ergebnisse wundeiner in Europa durchgefihrten multi-
zentrischen, doppelblinden placebokontrolliertend&t bestatigt. Nach neunwéchiger tagli-
cher oraler Gabe von 0,05 mgkgis 0,15 mg kg TCL konnte ein signifikanter Riickgang
psoriatischer Lasionen gemal3 des PASI Scores &stijeverden [30].

Die erhaltenen klinischen Ergebnisse zeigen danfjtdass es sich bei TCL um einen effekti-
ven Wirkstoff in der Behandlung der Psoriasis héndee dermale Applikation von TCL zur
Therapie von entzundlichen Hauterkrankungen wirdalgenden Kapitel ndher betrachtet.

3.2 Tacrolimus in der dermalen Anwendung

TCL ist zur lokalen Therapie der atopischen Dertisatin Form einer lipophilen Salbe
(Protopi®) in Deutschland verfiigbar. Protofibesteht aus weiRer Vaseline, gebleichtem
Wachs, dickflissigem Paraffin sowie Hartparaffirarid dispergiert befinden sich als Quasi-
emulsion Tropfchen von Propylencarbonat, in den€h gelost vorliegt [61].

Zu den lokalen Nebenwirkungen von Prot&pigihlen Hautreizungen wie Brennen und Juck-
reiz, die bei 50 % der Patienten auftreten undrimae einer Woche meistens wieder ver-
schwinden sowie Hautrétungen. An den Behandlunssterurde zudem haufig ein Warme-
gefuhl, Schmerz, Parasthesie und Ausschlag beddaétitenfalls kann es zum Auftreten von
Follikulitis, Akne und Herpesvirusinfektionen komme [61]. Im Gegensatz zu
Glucocorticoiden konnte eine Atrophie der Haut gdmicht beobachtet werden. Vielmehr
konnte in einer einjahrigen Studie beobachtet werddass die Monotherapie mit
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Calcineurininhibitoren zu einem Riickgang der atregen Hautveranderungen bei mit Stero-
iden behandelten Patienten fiihrte [178].

Die Wirksamkeit von TCL in der lokalen Therapie dgopischen Dermatitis konnte bereits
durch placebokontrollierte, doppelblinde, multizesthe Studien in Europa und den USA
aufgezeigt werden [6, 27]. Auch fir Kinder im Altesn 3 bis 6 Jahren konnte ein Therapieer-
folg von TCL bei atopischer Dermatitis erzielt wend[187, 201]. Die Wirksamkeit von TCL
beim allergischen Kontaktekzem wurde am Meerscheteinmodell und am Menschen ge-
zeigt [127, 128]. AHCROFTet al. konnten sogar eine starkere Wirksamkeit@,arfo TCL im
Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 0,H$6rocortisonbutyrat am Koérper und
1% Hydrocortisonacetat im Gesicht nachweisen [lAlich im Vergleich mit dem
Calcineurininhibitor Pimecrolimus zeigte TCL einghlere Wirksamkeit und einen schnelleren
Wirkeintritt [155].

Der Wirkmechanismus von TCL in der Therapie dep&sithen Dermatitits ist nicht vollstan-
dig geklart. Neben dem oben beschriebenen Wirkmmesimus der Hemmung der
Calcineurinphosphatase wurde nachgewiesen, dassdigCEreisetzung von Entztindungsme-
diatoren aus Mastzellen der Haut sowie aus basophihd eosinophilen Granulozyten hemmt.
Im Tierversuch konnte aul3erdem beobachtet werdess @acrolimussalbe Entziindungsreak-
tionen in experimentellen Dermatitismodellen untécit, die eine Ahnlichkeit mit dem atopi-
schen Ekzem beim Menschen aufweisen [61].

Neben der Therapie der atopischen Dermatitis ish alie Behandlung der Psoriasis vulgaris
mit TCL untersucht worden. Der Einsatz in der Theraler Plague-Psoriasis hat sich bislang
aufgrund der womdglich schlechten Penetration duliehschuppenden Lasionen, die eine
erhohte Diffusionsdicke bzw. Barriere darstelleichhbewahrt [80, 239].

Durch Verwendung von Okklusion als physikalischeti\dele der Penetrationsverbesserung
konnten allerdings Erfolge in der Therapie der Rsis erzielt werden. BMITZ et al. zeigten
eine Verminderung von Erythema und Infiltration B¥aque-Psoriasis Patienten durch Be-
handlung mit Tacrolimussalbe unter Okklusionsbedimygn oder durch Applikation in einer
Finn chamber[179]. Des Weiteren wurde eine Verbesserung dekiffpenetration von
ERDOGAN et al. mit einer liposomalen Lotion im murinen Mbddgezeigt [60]. Die Ergebnisse
einer klinischen Studie bleiben abzuwarten.

Studien zur Anwendung von topischen TCL im Gesartér auch in Hautfalten zeigten eben-
falls eine gute Wirksamkeit.HBWOHL et al. und REEMAN et al. zeigten eine signifikante
Verbesserung der Lasionen in der Therapie von Gesgisoriasis sowie inverser Psoriasis
nach Applikation von Tacrolimussalbe. [68, 130, [1SIEELE et al. konnten die Ergebnisse in
der Behandlung der inversen Psoriasis an Kindestabgen. Zwolf der 13 Patienten zeigten
nach Applikation von Protoptcnnerhalb von zwei Wochen einen vollstandigen Rjacky der
Lasionen [208]. IROFT et al. untersuchten die Therapie von PsoriasisGasicht mit
Tacrolimussalbe und konnten nach einem Monat egglidhe Verbesserung und nach funf
Monaten eine vollstandige Abheilung der Lasioneabaehten [117]. XMAMOTO et al. er-
zielten ebenfalls gute Erfolge mit der Applikatison 0,1 %iger Tacrolimussalbe in der The-
rapie der Psoriasis im Gesicht sowie bei zwei Ragieim Mundbereich [232, 233].
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Diese guten Ergebnisse in der Therapie der Psemlsch Einsatz von Okklusion, einer Mo-
difizierung des Vehikels oder an dinneren Hautareah Gesicht und in Hautfalten kdnnen
durch die besseren Penetrationsvoraussetzung@iCtiierklart werden.

Die bislang verfigbaren Vehikel zur dermalen Anwearglsind damit trotz der Wirksamkeit
bei Psoriasis nicht in der Lage, TCL in allen Haedden in therapeutischen Konzentrationen
in tiefere Hautschichten penetrieren zu lassenhalbsder Einsatz innovativer galenischer
Vehikel unerlasslich ist, um adaquate Konzentraofur eine Erhéhung der lokalen Biover-
fugbarkeit und damit eine Realisierung bzw. Vetaidg des therapeutischen Effektes in der
Therapie der Psoriasis zu erzielen.

Trotz der sehr guten Wirksamkeit von TCL in deriscpen Therapie von Hauterkrankungen
wurden der EMEA Falle von Neoplasien unter der &pe&r von TCL und Pimecrolimus ge-
meldet [13]. In Tierexperimenten konnte bei hocleldsr Anwendung eine dosisabhangige
ansteigende Inzidenz von Tumorneubildungen ger@gtlen [10]. Obwohl eine kausale Ver-
bindung in verschiedenen Studien nicht bestatigtewm konnte [12, 185], fuhrte die FDA im
Marz 2005 einerBlack BoxWarnhinweis auf ein moglicherweise erhdhtes Risikomaligne
Erkrankungen durch die Behandlung mit Calcineuhigditoren ein. Somit bleibt den top-
ischen Calcineurininhibitoren zurzeit leider num deeservestatus. Da jedoch die topische
Langzeitanwendung von Glucocorticoiden sehr prohtesoh ist, stellt TCL eine sehr wichtige
Alternative mit moglicherweise besserem Nutzenkidferhaltnis dar.

3.3 Physikochemische Eigenschaften von Tacrolimus

Bei TCL (Summenformel £HeNO;, * H,O) handelt es sich chemisch um ein
Makrolidlacton. Die Molmasse des Molekiils betréigt das Monohydrat 822,05 g rifolDer
Schmelzpunkt liegt bei 127 °C — 129 °C. TCL besttmki pKs-Werte bei 9,97 und -2,38. Die
Wasserloslichkeit ist von pH 1 — pH 10 gleichble@ieschlecht [194]. Gut I6slich ist TCL in
Methanol, Ethanol, Aceton, Chloroform, Ethylacesder Ether [141]. Die schlechte Wasser-
|6slichkeit wird ebenfalls durch den hohen Vertegakoeffizienten log P bestatigt, der bei
3,96 £ 0,83 liegt [194]. Der pH-Wert hat im Bereith- 8 kaum Einfluss auf die Verteilung
von TCL zwischen der lipophilen und hydrophilen 8déaweshalb der log D konstant bleibt.
Ab einem pH-Wert von 9 sinkt der log D Wert auf By@nd bei pH 10 auf 3,64, was fiur eine
geringfugig hohere Verteilung in der hydrophil®hase spricht [194]. Experimentelle Be-
stimmungen des Verteilungskoeffizienten bei bestiempH-Werten zeigten Abweichungen
von den kalkulierten ErgebnissenLBCH et al. ermittelten bei pH 7,4 fir TCL einen holmere
log Doctanoiputier 74v0N 6,09 + 0,04 [26], wahrendUCANGIOLI et al. einen leicht niedrigeren
log Doctanoiputier pH 7,50€1 pH 7,5 von 3,77 ermittelten [136]. Trotz delowieichungen zeigen
alle Ergebnisse auf, dass es sich bei TCL um esanlipophilen Arzneistoff handelt.

3.3.1 Sattigungsloslichkeiten

Zur Charakterisierung des Arzneistoffes und im ¥lofder Bestimmung verschiedener Ver-
teilungskoeffizienten wurden die Sattigungsloslieitdn des Wirkstoffes in Phosphatpuffer bei
unterschiedlichen pH-Werten und Octanol bestimmit.

17



Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von Tacrgim

Die in der Literatur angegebene schlechte Wasdetiieit konnte experimentell bestatigt
werden (Tabelle 4). Bei unterschiedlichen pH-Welkam es jedoch zu starken L&slichkeits-
schwankungen. Eine Erklarung fur diese Beobachkdmgte eine Instabilitdt des Wirkstoffes
bei hoheren pH-Werten sein. Dies wird in Kapité.3.noch ndher betrachtet, da es auch fur
die Entwicklung kolloidaler Carrier zur dermalenwendung von Relevanz ist. Die Loslich-
keit von TCL steigt in dem lipophilen Medium Octdstark an, was auch fur eine bevorzugte
Verteilung von TCL in diesem Medium spricht und folgenden Kapitel 3.3.2 vorgestellt
wird.

Tabelle 4 — Sattigungsloslichkeiten von TCL in verghiedenen Medien (n = 3X + SD)

Medium Sattigungsloslichkeit §mg mL'l] Loslichkeit nach Ph.Eur.[162]
Puffer pH 5 62,42*10+ 34,51*10° praktisch unléslich

Puffer pH 7,4 11,88*16+ 16,45*10° praktisch unléslich

Puffer pH 9 0,25*18 + 0,35*10° praktisch unléslich

Octanol 36,20 + 3,21 16sliéh

*Loslichkeit < 100ug mL*
®gslichkeit 30 mg mt*— 100 mg mi*

3.3.2 Verteilungskoeffizienten

Zur besseren Beurteilung der Penetrationseigenschabn TCL wurden Verteilungskoeffi-
zienten zwischen Octanol und Puffer bei drei uctaesllichen pH-Werten bestimmt. Dazu
wurden der physiologische pH-Wert von 7,4, eindegaurer pH-Wert von 5, wie man ihn auf
der Hautoberflache vorfindet, sowie ein basisch&Mgert von 9 ausgewahlt.

Tabelle 5 — Verteilungskoeffizienten (log D) von TC zu unterschiedlichen pH-Werten (n = 9,X £ SD)
Phasen log D

Octanol/Puffer pH 5 3,56 £ 0,20

Octanol/PufferpH 7,4 3,56 £ 0,1

Octanol/Puffer pH 9 4,12 + 0,57

Wie in der Literatur angegeben bleibt der log D dem pH-Werten 5 und 7,4 stabil. Die expe-
rimentell ermittelten log D Werte liegen hier jetlaenter denin silico berechneten Wert von
3,96, was fur eine leicht hohere Hydrophilie vonLT§pricht. Der Anstieg des log D-Wertes
bei pH 9 widerspricht den Angaben in der LiterafDa es, wie schon beim der Versuch der
Sattigungsloslichkeiten vermutet, bei hdheren pH{@re zu einer Zersetzung von TCL zu
kommen scheint (vgl. Kapitel 3.3.1), ist dieser é@hlog Dycanoiputier p sWert eher auf eine
Instabilitét in der wassrigen Phase zuruckzufuraksnauf eine héhere Verteilung des Wirk-
stoffes in die Octanolphase.

3.3.3 Stabilitat bei unterschiedlichen pH-Werten

Zur Uberpriifung der Wirkstoffstabilitat wurden wigs Losungen hergestellt. Aus Loslich-
keitsgrinden wurde nicht pures Wasser verwendetlesa Pentylenglycol/Wasser (2:1 (V/V))
Mischungen mit 0,5 %igem Tacrolimusgehalt hergéstele Mischungen wurden auf sieben
pH-Werte zwischen pH 4 und pH 10 eingestellt. Derkgtoffgehalt wurde nach unterschied-
lichen Lagerzeiten Gberpruft.
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Abbildung 5 — Tacrolimusstabilitat in wassriger Lésung bei unterschiedlichen pH-Werten (Angaben in

% - m/m) (n =3, X + SD).

Die Untersuchung der pH-Stabilitdt von TCL hat dehtgemacht, dass der Wirkstoff bei pH-
Werten Uber 7 Instabilititen zeigt. Ab einem pH-Wem 8 war schon nach finf Wochen ein
Wirkstoffabfall von etwa 30 % in der Losung zu baobten (Abbildung 5). Bei pH 9 sank der
Tacrolimusgehalt nach finf Wochen bereits auf udierHalfte des Anfangsgehaltes. Bei pH
10 war die Instabilitdt am starksten ausgepragtr War nach einer Woche kein TCL mehr in
der LOosung detektierbar.

In der Literatur sind Veroffentlichungen voraNAKA et al. zu finden, die von einem Zerfall
der Struktur unter alkalischer Hydrolyse bericht@B8KIN et al. fugten diesen Beobachtungen
1989 eine experimentell bestatigte leichte, durch ydrbixide  verursachte
Benzilsdureumlagerung des Tricarbonylsystems voh Mi@zu. Diese Erkenntnisse erklaren
die Instabilitat in alkalischer Losung [15, 16, 213

Fur die dermale Wirkung ist diese Instabilitat nigbn Bedeutung, da der sich auf der Haut-
oberflache befindende Schutzfilm einen sauren pHit\Wesitzt und in der Haut der physiolo-
gische pH-Wert von 7,4 vorherrscht. Da TCL bei pkt&bil war und bei pH 8 erst nach funf
Wochen einen starken Wirkstoffabfall zeigte, isthnivon einer verminderten Wirkung auf-
grund einer pH-Instabilitdt auszugehen. Fir diewkaMlung eines geeigneten Vehikels fur
TCL ist es jedoch erforderlich, einen leicht saupgéhiiWert einzustellen, um einer Wirkstoff-
zersetzung in der Formulierung vorzubeugen. Da éifarmen zur dermalen Anwendung
meistens im neutralen bis leicht sauren Bereiclgestellt werden und diese aufgrund der
leicht sauren Hautoberflache auch gut vertragliot, sollte dies unproblematisch sein [180].

3.3.4 Zusammenfassung der physikochemischen Eigehatten

Die physikochemischen Eigenschaften von TCL sind Bfick auf seine Masse von uber
800 g mof* und seiner groBen Makrolidstruktur ungiinstig fig tbpische Penetration von
TCL durch das SC. Hinzu kommt, dass TCL eine hapeghilie besitzt. Der errechnete log P
liegt bei fast 4. Als ideal fur die Penetration BE mit seinen hydrophilen und lipophilen Ei-
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genschaften wird ein Verteilungskoeffizient vonit Wirkstoffe angesehen [238]. Neben den
physikochemischen Parametern ist bei der Entwicklkines geeigneten Vehikels zur derma-
len Applikation zu beachten, dass TCL, wie experntek gezeigt, bei hoheren pH-Werten
chemisch instabil ist.

Eine galenische Optimierung des Vehikels ist samérlasslich, um therapeutische Konzent-
rationen insbesondere in der Therapie der PlagoeaBs zu erzielen.

3.4 Entwicklung kolloidaler Carriersysteme

Zielsetzung dieser Arbeit war die Entwicklung vérsdener O/W-Mikroemulsionssysteme
zur dermalen Anwendung. Diese sollten eine gutatsiidierungskapazitat fur TCL besitzen.
Gleichzeitig wurde bei der Entwicklung der Systemeéer Auswahl der Inhaltsstoffe auf eine
gute Hautvertraglichkeit geachtet, um die Systefiredie dermatologische Anwendung zu
optimieren.

3.4.1 Entwicklung der Mikroemulsionen

Aufgrund der sehr lipophilen Eigenschaften von T8t die Entwicklung eines geeigneten
Vehikels zur dermalen Administration schwierig. O@undlage, der sich im Handel befin-
denden Salbe Protofficbasiert auf rein lipophilen Bestandteilen undiasserfrei. Es handelt
sich dabei um eine Losungssalbe, in der der Wifkstan eingebetteten
Propylencarbonattrépfchen geldst vorliegt. Die $g&ung von TCL kdnnte durch Inkorporie-
rung in ein hydrophileres Vehikel noch verbessestden. Da der Verteilungskoeffizient hoch
ist, wirde TCL sich damit zu gréReren Teilen in dpsphile SC verteilen. Die aufgezeigte
schlechte Loslichkeit von TCL in wassrigen Phased seine Instabilitdt bei basischen pH-
Werten stellt die Entwicklung problematisch daméiSuspensionszubereitung mit kristalli-
nem dispergiertem TCL hat sich nacloSHIDA et al. aufgrund schlechter Freisetzungsraten
nicht bewahrt [234].

Aufgrund ihrer guten Solubilisierungseigenschaféggnen sich besonders ME als kolloidale
Carrier fur TCL. Die Herstellung einer Losungszuiemg in geeigneten Wirkstoffkonzentra-
tionen ist moglich. Gleichzeitig ist durch die pgatgonsfordenden Eigenschaften der ME eine
Verbesserung der dermalen Bioverfligbarkeit von EGlerwarten. Angestrebt wurde in die-
ser Arbeit die Entwicklung verschiedener O/W-Mikmodsionssysteme mit einem maximalen
Emulgatorgehalt von 30 % und einer Olkonzentratiom mindestens 5 %, um Systeme fiir die
Solubilisierung lipophiler Arzneistoffe zu erhaltend trotzdem eine dermale Vertraglichkeit
gewahrleisten zu kénnen. Es wurden verschiedenddanouen getestet, um empirisch ME zu
ermitteln. Der Schwerpunkt in der Wahl der Emulgatolag bei der sehr guten Hautvertrag-
lichkeit, weshalb Lecithin, Alkylpolyglucoside (vglKapitel 4.3.1) und mdoglichst nicht
ethoxylierte Emulgatoren bevorzugt wurden.

Die Verwendung von Lecithin als Emulgator in topisn Formulierungen zeigt selbst in ho-
hen Konzentrationen sehr gute Vertraglichkeiten usd dank seiner Eigenschaft als
Penetrationsverbesserer sehr vielversprechend [28].Bildung von ME mit Lecithin ist
durch die amphiphile Struktur des Hauptbestandiilesphatidylcholin (Abbildung 6) mog-
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lich. Phospholipide kénnen dabei in begrenzten Bkem allein oder mit Hilfe eines Co-
Tensids ME bilden. Besonders lecithinhaltige O/W-Kiben sich vorteilhaft fur die dermale
Penetration von Arzneistoffen erwiesen [42, 43heEumfassende Ausflihrung lUber verschie-
dene phospholipidhaltige ME ist in vorangegangeéubeit bereits vorgestellt worden [87].
Ethoxylierte Emulgatoren werden kontrovers disktitida sie die Penetration allergener und
irritierender Substanzen fordern und dadurch Hatatiionen verursachen kdénnen. Gleichzei-
tig stehen sie im Verdacht, besonders in LichtsdbunulierungerAcne aestivaliuszuldsen
[125]. Da die Hautvertraglichkeit in der Entwicklymm Vordergrund stand, wurde auf die
Verwendung dieser problematischen Emulgatorgrupyestestgehend verzichtet.

Abbildung 6 — Strukturformel von Phosphatidylcholin (Fettsdurereste sind in ihrer Kettenlange und
Art der Fettsdure variabel)

Im Rahmen dieser Arbeit war es moglich, folgende-$§steme zu ermitteln:

Mikroemulsion A (% - m/m)
Phospholipon 90G und Plantacare 2000 UP (1:2) (%%
lipophile Phase 1% -35%
1,2-Pentylenglycol 10 % - 20 %
Wasser 1%-79%

* Cetiol B, IPM, IPP, Myritol 318, Spezialél 107 edTegosoft Cl

Mikroemulsion B (% - m/m)
Phospholipon 90G und Tagat S2 (1:3) 15% - 60 %
Cetiol B 5%-70%
Wasser/1,2-Propylenglycol (1:2) 10 % - 80 %
Mikroemulsion C (% - m/m)
Phospholipon 90G und Span 80 (3:2) 5%-70%
Cetiol B 75%-70 %
1,2-Pentylenglycol 20 %

Wasser 25%-45%

Als lipophile Phase wurde in allen drei SystemetidC® gewahlt. Die Einarbeitung anderer
pharmazeutischer Ole wie IPM, Spezial6l 107 undoef Cl in das System Phospholipon
90G und Plantacare 2000 UP erwies sich jedoch alteais moglich. Die Maximalkonzentra-
tionen der verschiedenen Phasen variierten dumahAdstausch der Olphase. Zur Systemsta-
bilisierung wurde der hydrophilen Phase WassePetylenglycol (PeG) in Konzentrationen
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zwischen 10 % - 20 % oder 1,2-Propylenglycol im h&dinis 2:1 (V/V) zu Wasser hinzuge-
setzt.

Die genauen Phasengrenzen und die Charakterisiatiengirei ME-Systeme sind in Kapitel 5
dargestellt.

3.4.2 Charakteristika der verwendeten Substanzen

Die fur die Entwicklung verschiedener ME verwendeBeibstanzen werden nun im Folgenden
naher vorgestellt.

Emulgatoren

Phospholipon 90G wird aus Sojabohnen-Lecithin gewonnen, dann angdesg und
aufgereinigt. Der Anteil an Phosphatidylcholin hél&ich auf 92 % - 98 %. Lysolecithin ist
zu maximal 6 % und neutrale Ole und Sterole singnziximal 3 % enthalten. Des Weiteren
findet sich bis zu 0,3 % Tocopherol als Oxidati@hsgz in Phospholipon 90G. Es liegt in
Form eines hygroskopischen, wei3en bis gelblichehsartigen Granulates mit nussartigem
Geruch vor. Loslich ist Phospholipon 90G in Glydgefetten Olen sowie in Ethanol. Es sollte
aufgrund seiner Oxidationsempfindlichkeit kihl gelet werden.

Lecithin hat Bedeutung fur die Herstellung von Lspmen, ME und Mischmizellen in der
pharmazeutischen und kosmetischen Industrie. Wiitettient es als Losungsvermittler in
Parenteralia und als Bestandteil in Nahrungsergégsruitteln. Seine amphiphile Struktur
ermoglicht den Einsatz sowohl als O/W- als auchVal®-Emulgator. Es ist weder toxisch
noch allergen fir Menschen und Tiere [182, 199].

Plantacare 2000 UP(INCI: Decyl Glucosidg besteht aus einer wassrigen Losung eines mit
Fettalkoholen der Kettenlange C8 - C16 verethdP@gglukosids. Der Oligomerisierungsgrad
der Verbindung, also die Anzahl der Glucosemolekdie miteinander verknupft an der Al-
kylkette hangen, liegt hierbei zwischen 1 und 2 B ist ein nichtionogenes Tensid mit guten
dermatologischen und exzellenten Schaumeigensohdantacare 2000 UP ist konservie-
rungsmittelfrei und enthalt 51 % - 55 % aktive Sahg sowie 45 % - 49 % Wasser. Der HLB-
Wert belauft sich auf etwa 13 [64].

Span 80 (Sorbitanmonooleat) gehdrt zu der Gruppe der Sorfdttsaureester. Diese stellen
Mischungen partieller Fettsaureester des Sorbitals seiner Anhydride mit verschiedenen
Fettsauren dar. Bei Span 80 handelt es sich imi@jgezum Olsaure. Zur Anwendung kommt
es als nichtionogener Emulgator des Typs W/O, alzmittel oder auch als Solubilisator fur
hydrophile Arzneistoffe in lipophilen Systemen. Bitanmonooleat ist in Wasser unléslich
und in fetten Olen mehr oder weniger gut loslick bEsitzt einen HLB Wert von 4,3. Span 80
ist gut vertraglich, praktisch reizlos und sehr igdnxisch [37].

Abbildung 7 — Strukturformel von Span 80
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Tagat S2(Macrogol-20-glycerolmonostearat, Polyoxyethylakglglycerolmonostearat) stellt
hauptséchlich das Monostearat des Glycerolmoncetimtr Polyethylenglykol dar. Einsatz
findet es als nichtionogener O/W-Emulgator in Enanien und Cremegrundlagen, Netzmittel
und als Lésungsvermittler. Die elfenbeinfarbenstdebis zum Teil flissige Masse besitzt ei-
nen HLB Wert von ca. 15. Tagat S2 ist I6slich ihdttol. In Wasser ist es tribldslich und es
ist unléslich in Fetten sowie Paraffindl [37, 64].
i

H,C—0—C—(CHy)y7

HC—OH

H,C—O0—[CH,CH,0],,—H
Abbildung 8 — Strukturformel von Tagat S2

Co-Tenside/Co-Solventien

1,2- Pentandiol(Pentylenglycol, PeG, Hydrolite 5) gehort zur Grapler Diole. Dieser vici-
nale mehrwertige Alkohol zeichnet sich genauso W Propylenglycol (PrG) durch seine
niedrige Toxizitat im Vergleich zu einwertigen Alkolen aus. Er besitzt sehr gute solubilisie-
rende Eigenschaften, die ihn als Co-Solvens sogein effektiver machen als PrG [106, 107].
Durch die antimikrobiellen Eigenschaften kann dersktz von Konservierungsmitteln unter-
bleiben. Durch den Zusatz von 1,2-Pentandiol ibfeaste Zubereitungen konnte eine Penetra-
tionsverbesserung hydrophiler sowie lipophiler #t@frzielt werden [75, 89], weshalb es sich
besonders gut fur die Entwicklung tacrolimushaltifiE eignet. Gleichzeitig bietet es in sei-
ner Eigenschaft alsloisturizerauch feuchtigkeitsspendende Eigenschaften [163].

HC (|3H
_\—CH—CHZ—OH

Abbildung 9 — Strukturformel von 1,2-Pentylenglycol

1,2-Propandiol (INCI: Propylenglycol) (PrG) ist eine farbloseskose Flussigkeit, die als Co-
Solvens oder Penetrationsenhancer eingesetzt Aufdrund seiner mikrobiellen Eigenschaf-
ten kann es auch als Konservierungsmittel zum Einkammen. Verwendung findet es in
vielen Dermatika. In hohen Konzentrationen kann PuGHautirritationen fuhren, in den ubli-
chen Einsatzkonzentrationen gilt es jedoch als dexhidich [64].

OH
H;C—CH—CH,—OH
Abbildung 10 — Strukturformel von 1,2-Propylenglycd

Hydrophile Phase

Es wurde stetgereinigtes Wassererwendet.

Lipophile Phase

Cetiol B (INCI: Dibutyladipat) gehért zu der Gruppe der Hieaten und stellt eine wasser-
klare, praktisch geruchsfreie, 6lige Flussigkett, dize eine sehr niedrige Viskositat besitzt und
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ein nur schwaches fettiges Hautgeflhl verursaciet Konzentration der Aktivsubstanz betragt
100 %. Cetiol B wird fur die Herstellung in Tagesties und flissigen Emulsionen verwendet
[64].

Myritol 318 (Neutral6l, Caprylic/Capric-Triglyceride) ist eindischung aus Triglyceriden
mittelkettiger gesattigter Fettsduren mit Caprypfasauretriglyceriden als Hauptbestandteil.
Es ist ein klares, leicht gelbes, geruchslosesarpslOl, das den Anforderungen des DAB fiir
Mittelkettige Triglyceride entspricht. EingesetzirdvMyritol 318 aufgrund seiner guten Ver-
traglichkeit und seiner guten Spreitungseigensehadis lipophile Phase in pharmazeutischen
oder kosmetischen Zubereitungen, kann aber aucloralen oder parenteralen Applikation
eingesetzt werden [64, 168].

Isopropylpalmitat (IPP) sowielsopropylmyristat (IPM) gehéren zu der Gruppe der flissi-
gen, synthetischen Wachse. Es sind farblose, genecitrale, 6lige, oxidationsstabile Flissig-
keiten. Beide sind mischbar mit Ethanol sowie pflmmen Olen und Mineralodlen. Aufgrund
ihrer Lipophilie sind sie jedoch unldslich in Wasg8lycerol und PrG. IPP und IPM sind nicht
hautreizend und werden als lipophile BestandteilBermatika verwendet. Zusatzlich besitzen
sie ein gutes Spreitungs- und Permeationsvermdsggn [

n
C—O—CH—(CH
H3C/\/\/\/\/\/\/\/ ( 3)2
i
C—O—CH—(CH
H3C/\/\/\/\/\/\/ (CHa),
Abbildung 11 — Strukturformel von Isopropylpalmitat (oben) und Isopropylmyristat (unten)

Spezialdl 107 (Glycerol Triheptanoat, Triheptanoin) ist ein haafgereinigtes Triglycerid.
Hergestellt wird es aus der Veresterung von n-Hegatare und Glycerol. Spezial6l 107 ist ein
leicht gelbliches Ol mit niedriger Viskositat. B praktisch geruchs- und geschmacklos. Ein-
gesetzt wird es unter anderem als Nahrungszusdtribebensmittelindustrie [170].

Abbildung 12 — Strukturformel von Spezial6l 107

Tegosoft CI (Cetearyl Isononanoat) ist ein kosmetisches Olanggepragt hydrophoben Ei-
genschaften. Hergestellt wird es durch Verestenorg Cetyl- oder Stearylalkohol mit Iso-
Pelargonsaure. Es stellt eine Mischung aus beidgertzu etwa gleichen Teilen dar. Es ist
flissig, farblos bis schwach gelb. Tegosoft Cl tzésin gutes Spreitungsvermodgen und hin-
terlasst einen angenehmen Olfilm, der die HautAustrocknung schiitzt. Es besitzt ein gutes
Losungsvermdagen fur ollosliche Wirkstoffe und UMtgti. Mischbar ist es mit kosmetischen
Olen und Fetten und es ist unempfindlich gegenatiid Einfliisse. Tegosoft Cl ist geeignet
fur Bodylotions, Sonnenschutzmittel, HautschutzsajlBabycremes und -lotionen [64, 172].
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Abbildung 13 — Strukturformel von Iso-Pelargonsdure R = Cetyl- oder Stearylalkohol

3.5 Untersuchungen an tacrolimushaltigen Mikroemul®nen

Die Einarbeitung von TCL und die Durchfiihrung allegiteren Experimente erfolgten in An-
lehnung an die in Kapitel 3.4.1 vorgestellten Systan Mikroemulsionen der nachfolgenden
Zusammensetzungen:

Mikroemulsion TCL A (% - m/m)
Phospholipon 90G und Plantacare 2000 UP (1:2) 30 %
Cetiol B 10 %
1,2-Pentylenglycol 20 %
Wasser 40 %
Mikroemulsion TCL B (% - m/m)
Phospholipon 90G und Tagat S2 (1:3) 25 %
Cetiol B 10 %
Wasser/1,2-Propylenglycol (1:2) 65 %
Mikroemulsion TCL C (% - m/m)
Phospholipon 90G und Span 80 (3:2) 25 %
Cetiol B 10 %
1,2-Pentylenglycol 20 %
Wasser 45 %

Alle drei Systeme wurden mit Citronensaure auf eipél-Wert von 4,8 eingestellt, um die
Stabilitat von TCL gewéhrleisten zu kénnen.

3.5.1 Sattigungsloéslichkeiten in den Mikroemulsione

Zur Bestimmung der maximalen Aufnahmekapazitat d#E far TCL wurden die
Sattigungsloslichkeiten in den oben aufgefuhrtest&yen sowie in den Einzelkomponenten,
soweit dies maglich war, untersucht.

Die Loslichkeit von TCL in Wasser (Tabelle 6) glgicden bereits oben erwahnten
Loslichkeiten in den verschiedenen Phosphatpufféabelle 4). Damit ist TCL in Wasser, der
Hauptphase aller drei ME-Systeme, praktisch urdbisin der lipophilen Phase Cetiol B ist der
Wirkstoff wenig loslich.

Die Loslichkeit von TCL scheint nicht allein vonrdeipophilie des Mediums abhangig zu
sein. Wahrend TCL in Cetiol B mit einem Verteilukgsffizienten log P 4,22 nur wenig |6s-
lich ist, steigt dessen Ldslichkeit in den hydrdgtgn Diolen an. PrG besitzt einen log P Wert
von -1,34 und PeG von -0,28 [194]. Trotz dieser tdptiilie ist die Loslichkeit in beiden
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Diolen in etwa doppelt so hoch wie in Cetiol B. ®igihrt woméglich von den amphiphilen
Eigenschaften der vicinalen mehrwertigen Alkohdie, sich mit steigender Kettenlange noch
erh6hen. Damit kdnnen PrG und PeG als Losungswemsichwerléslicher Substanzen fun-
gieren.

Tabelle 6 — Sattigungsloslichkeiten von TCL in veighiedenen Medien (n = 3X + SD)

Medium sattigungsloslichkeite | 5o iehieit nach Ph.Eur.[162]
[mg mL"]

Cetiol B 14,13 +2,38 wenig losliéh

1,2-Propylenglycol 27,29 +1,39 wenig losfich

1,2-Pentylenglycol 35,61 + 2,56 l6slfch

Wasser 2,15*18+ 1,12*10° praktisch unléslich

ME TCL A 11,84 + 0,38 wenig losliéh

ME TCL B 6,93 + 0,61 schwer l6slith

ME TCL C 10,93 +0,23 wenig losliéh

3 gslichkeit 10 mg mi*— 30 mg mr*
P gslichkeit 30 mg mt* — 100 mg mt*
“Loslichkeit < 100ug mL*
dL6slichkeit 1 mg mt* — 10 mg mt?

Die Loslichkeit von TCL in den ME lag nicht hohds alie Ldslichkeit in der Summe aller
Einzelkomponenten. Der hohe Wasseranteil kdnnte Grinnd dafir sein, dass der sehr
lipophile Arzneistoff nur bis zu einem Massenprdaeteil von 1,16 % in ME TCL A, 0,67 %
in ME TCL B und 1,10% in ME TCL C eingearbeitet nden konnte. Obwohl eine
Solubilisierungssteigerung von TCL im Vergleich den Einzelkomponenten durch eine In-
korporierung in ME nicht erreicht werden konnté,ds gelungen, stabile Systeme mit hohem
Wasseranteil ohne erneute Auskristallisation voh ZC erhalten.

3.5.2 Wirkstoffstabilitat in den Mikroemulsionssysemen

Zur Gewabhrleistung der Wirkstoffstabilitat in dentwickelten ME wurde ein Versuch zur
Lagerstabilitdt durchgefiihrt. Die Ergebnisse sindAbbildung 14 dargestellt. Wie schon in
Kapitel 3.3.3 aufgezeigt, verhalt sich TCL bei lsaken pH-Werten instabil. Aus diesem
Grund wurde zur Vorbeugung ein leicht saurer pH4WVen 4,8 eingestellt. Zum Vergleich
wurde zusatzlich der Wirkstoffgehalt in ME TCL ArahpH-Wert Einstellung untersucht. Der
gemessene pH-Wert betrug in diesem System 7,50gtimierung der ME wurde ebenfalls in
einem Versuch zur Lagerstabilitat Uberprift, olh sler Zusatz von Antioxidantien positiv auf
die Wirkstoffstabilitat von TCL auswirkt. Allen dreSystemen wurde entweder 0,1 %
Ascorbylpalmitat (ACP) oder 0,1 ¥ Tocopherolacetatf TPA) zugesetzt.

Die Ergebnisse der Lagerstabilitdt (Abbildung 1digen, dass in ME TCL A mit einem pH-
Wert von 7,5 eine Wirkstoffzersetzung erfolgte den anderen Systemen mit saurem pH war
zwar ein Wirkstoffabfall zu beobachten, dieser yealoch bei weitem nicht so gravierend wie
im ersten System. Der in den ME TCL B und TCL Clstée Wirkstoffabfall im Vergleich zu
ME TCL A wirkte sich nicht auf weitere Untersuch@mgan den Systemen aus, da TCL Uber
zwei Monate hinweg einen Wirkstoffgehalt Uber 8Zéfgte. In Bezug auf die Wirkstoffstabi-
litat eignete sich ME TCL A mit leicht saurem pH-Wam besten als galenisches Vehikel fur
TCL. Aufgrund der spateren Entwicklung der ME TCLuBd TCL C ergab sich bei diesen
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beiden Systemen eine kirzere Lagerzeit. Die Ergebnder Lagerstabilitdét mit Zusatz von
Antioxidantien sind beispielhaft am System ME TClinBAbbildung 15 aufgefthrt.

Gehalt an Tacrolimus / %

100%

80% -

60% -

40%

— ——

20%

N

0%

Zeit / Wochen

[~—ME TCL A pH 7,5 =% ME TCL A pH 4,8 =+ ME TCL B pH 4,8 = ME TCL C pH 4,8]

Abbildung 14 — Tacrolimusgehalt in den verschiedeme ME Uber einen Lagerzeitraum von mehreren
Wochen (Angaben in % - m/m) (n = 3 X = SD).

Gehalt an Tacrolimus / %

100% 4

80%

60% -

40% -

20%

/

0%

Zeit / Wochen

|-+~ ME TCL B - ME TCL B + ACP -~ ME TCL B + o-TPA |

Abbildung 15 — Tacrolimusgehalt in ME TCL B (pH-Wert 4,8) mit und ohne Zusatz von Antioxidan-
tien (ACP = Ascorbylpalmitat, e-TPA = a-Tocopherolacetat) Giber einen Lagerzeitraum von maieren
Wochen (Angaben in % - m/m) (n = 3 X = SD).

Wie in Abbildung 15 ersichtlich konnte der Wirkdedffall durch den Einsatz beider Antioxi-
dantien verlangsamt werden. Es kam zwar auch zneifbsinken des Tacrolimusgehaltes,
jedoch befand sich nach acht Wochen etwa siebereRranehr Wirkstoff in den Systemen
mit Oxidationsschutz im Vergleich zu ME TCL B oh8ehutz. Der Zusatz von ACP oder
TPA als Antioxidanz in der Formulierung ist damitempfehlen.
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3.5.3 Extraktionsvorversuche

Im Hinblick auf die Durchfihrung von Penetrationgesimenten in Humanhaut wurde die
Extraktion von TCL aus den Testformulierungen usueht, um auszuschlie3en, dass Bestand-
teile der Grundlage die Quantifizierung stéren. &mksch wurde die Wirkstoffextraktion in
Gegenwart von Humanvollhaut geprift, um auch hiérudigen ausschliel3en zu kénnen.

Extraktion aus der Formulierung

Es wurde einerseits die Extrahierbarkeit von TCkE dan oben angegebenen ME untersucht
und andererseits die Extraktion von TCL aus Prafopil % Salbe, da diese als Standardve-
hikel zum Vergleich in den Penetrationsexperimerd@mte. Als Extraktionsmittel kam zu-
nachst Methanol zum Einsatz. Die Wiederfindung fiazpntualen Anteilen der applizierten
Dosis von TCL in den einzelnen Systemen belief aich

ME TCLApH 7,5 18,86 % + 1,95 %*
ME TCL ApH 4,8 95,81 % + 3,16 %*
ME TCL B pH 4,8 111,9 % + 20 %*

ME TCL C pH 4,8 102,3 % + 19,7 %*
Protopic® 0,1 % Salbe 29,20 % + 36,4 %*

*Angaben in % - m/m, n = 3X £ SD

ME TCL A pH 7,5 zeigte mit nur ca. 20 % eine sethlechte Wiederfindung. Dies war nicht
auf die Extraktionsmethode zuriickzufihren, da diehME komplett in Methanol 16ste, son-
dern, wie schon in Kapitel 3.5.2 erwahnt, auf ddarsrasche Zersetzung des Wirkstoffes in
diesem System. Die anderen ME zeigten sehr guteléifiadungsraten von nahezu 100 %.
Methanol eignet sich damit zur Wirkstoffextraktieon TCL aus den entwickelten ME.

Die Wiederfindung von TCL aus dem Fertigpraparat®pic® ergab mit Methanol als Extrak-
tionsmittel keine guten Resultate. Es konnte nur Riittel des laut Hersteller enthaltenen
Wirkstoffs quantifiziert werden und es ergaben diohe Standardabweichungen. Dies lag an
der schlechten Ldslichkeit der extrem lipophilemu@tlage in dem organischen Lésungsmittel.
Da mit Methanol die Auflosung oder wenigstens Digpgrung der restlichen Salbenbestand-
teile nicht erreicht werden konnte, war es auchtnicdglich, den Wirkstoff aus Protofiicu
extrahieren.

Die vollstandige Auflésung von Protofiidonnte mit Chloroform durchgefiihrt werden. Die
Analyse der Chloroformlésung war aufgrund der Inpatibilitdt von Chloroform mit der ein-
gesetzten Umkehrphasenchromatographie nicht mo@@ioimit war es nétig, eine aufwendige-
re Extraktion durch Kombination zwei verschiedeBatraktionsmittel durchzufuihren. Nach
Auflésung von Protopitin Chloroform wurde der Lésung Methanol hinzugegrebum TCL
von den restlichen Salbenbestandteilen abzutremieriadurch ausgeféllt wurden. Nach Ein-
dampfen einer definierten Lésungsmenge wurde dek&énd mit Methanol aufgenommen
und quantifiziert. Die ermittelte Wiederfindungpnozentualen Anteilen der applizierten Dosis
von TCL in Protopi€ 0,1 % belief sich nach diesem Extraktionsprozess au

Protopic® 0,1 % Salbe 95,07 % + 2,08 %*
*n=3,X £SD
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Die Wiederfindungsrate von nahezu 100 % zeigte tanfj dass sich der Extraktionsvorgang
sehr gut fiir die Quantifizierung von TCL aus Prit8gignet [76].

Es ist damit gelungen, zuverlassige Extraktionsodgh fur die Quantifizierung von TCL aus

den Testformulierungen zu entwickeln. Eine Stérdagch Bestandteile der Grundlage konnte
ausgeschlossen werden.

Extraktion in Gegenwart von Humanhaut

Um Stoérungen durch Hautbestandteile in der Quargifing von TCL nach Durchfihrung von
Penetrationsexperimenten auszuschlielen, wurde @i@keut aus der Formulierung unter
Durchfiihrung der oben vorgestellten Extraktioneargtiiziert. Diesmal wurde die Formulie-

rung jedoch auf Hautstiicke appliziert (vgl. Kapifed). Dieses wurde stellvertretend fur alle
Testformulierungen mit ME TCL A pH 4,8 durchgefuhfusatzlich erfolgte als Blindversuch

die Extraktion eines Vollhautstiicks ohne Applikatieiner Formulierung mit Methanol. Es
ergaben sich folgende Wiederfindungsraten:

ME TCL A pH 4,8 97,61 % + 7,68 %*
Blindversuch 0,00 %*
*n=3,X £SD

Die chromatographische Auftrennung der Blindprokdorachte zur Retentionszeit von TCL
keinen Peak. Stoérungen bei der Quantifizierungtwsanhaut durch Hautbestandteile konn-
ten damit ausgeschlossen werden. Die Wiederfindupgozentualen Anteilen der applizierten
Dosis von TCL fuhrte erneut zu guten ErgebnissemiSwurde Methanol fur weitere Expe-

rimente als Extraktionsmittel fur TCL aus Humanhgewvahlt.

3.6 Untersuchungen zur Penetration von Tacrolimusn exzidierte
Humanhaut

Zur Untersuchung der Penetration von TCL aus veézdelmen Vehikeln kam die Diffusions-
zelle nach RANZ zum Einsatz. Die experimentelle Durchfiihrung msKapitel 7.7 beschrie-
ben. Die Franzzelle stellt heute den Standard irDdechfiihrung von Studien zur perkutanen
Absorption dar, denn es konnte mit diesem Modelé gjute Korrelation zwischen den ermit-
teltenex vivoundin vivo Ergebnissen gezeigt werden [66].

Neben der Applikation einer Uberschiussigen Dasfinite dose)als Donor, wird heute haufig
die finite doseTechnik angewandt. Hierbei werden Kklinisch relegaBosen appliziert (~

3 mg — 6 mg Formulierung pro éHaut). Im Gegensatz zur liberschiissigen Dosis koasmt
hierbei nicht zu einer durch die Formulierung veashten Veréanderung der Hautbarriere oder
einer erhdhten Transportrate in oder durch die HAas auch hier verwendet@ite dose-
Modell ist damit besser in der Lage, klinische Bggingen nachzuahmen, jedoch werden
hierbei keinesteady stat®edingungen mit konstanten Fluxen erreicht [67]175

Die ideale Membran zur Simulation moglichstvivo naher Bedingungen stellt die Verwen-
dung von Humanhaut dar. Aufgrund der limitiertenrfiigbarkeit sowie der inter- und
intraindividuellen Unterschiede des biologischerntdvials wurde bei diesen Experimenten nur
exzidierte Humanhaut der Brust verwendet, um diggdechbarkeit der Ergebnisse zu erh6-
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hen. Die Spenderinnen waren alle weiblichen Gesbtdemit mdglichst geringem Altersunter-
schied. Bis zur Verwendung erfolgte die Lagerung tdaut bei -20 °C. Der Einfrierprozess
fuhrt, wie in der Literatur zu finden, dabei nichir Beeinflussung der Barrierefunktion der
Haut [36, 66, 83, 142].

Die Wahl des Akzeptormediums fiel trotz der gerim@g@slichkeit in wassrigen Losungen und
somit moglicher Aufséattigung im Akzeptorkompartimenn TCL auf PBS pH 7,4. Die Ver-
wendung dieser isotonischen Losung mit physioldgist pH eignete sich am besten zur Ein-
haltung physiologischer Bedingunge®inkBedingungen konnten damit allerdings nicht er-
reicht werden. Um diese zu erhalten, sind Zusé&izerigsvermittelnder oder lipophiler Stoffe
wie Emulgatoren, Albumin oder Ethanol zur Akzepiisting mdglich. Zusétze von PEG 400
oder Brij O20 resultierten hier fur TCL jedoch iriker ausreichenden Losungsverbesserung.
Gleichzeitig sind solche Zusatze auch als kritmelbeurteilen, da diese Stoffe Einfluss auf die
Integritat der Haut nehmen kénnen. Hinzu kommtsdzs besonders bei Albouminen zur Ad-
sorption des Wirkstoffes kommen kann, wodurch €antifizierung des gebundenen Anteils
nicht mehr maoglich ist. Lipophile Zusatze wie Etbhkonnen zu einer Extraktion von Haut-
bestandteilen fihren, wodurch es wiederum zu é&ree&nderung der Integritat kommen kann
[35, 98].

In den im Folgenden vorgestellten Experimenten wurauptsachlich die Penetration des Arz-
neistoffes in die Haut untersucht. Die Betrachtudgr Tacrolimuskonzentration im
Akzeptorkompartiment geschah zur Vervollstandiguiey Ergebnisse. Aus diesen Werten
konnten allerdings keine Aussagen Uber systemi@mzentrationerin vivo getroffen wer-
den. Vielmehr kam es bei der Untersuchung der Paiat von TCL aus verschiedenen Vehi-
keln zur Beurteilung seiner dermalen Penetratiomiesseiner Lokalisation und Verteilung
innerhalb der verschiedenen Hautschichten.

Zuerst wurde der Einfluss verschiedener ME-Systaafedas Penetrationsverhalten von TCL
untersucht. Danach kam es zum Vergleich der Pdrogtsprofile der ME mit dem Standard-
vehikel Protopi® Salbe 0,1 %. Neben der penetrierten prozentualeng¥l der applizierten
Dosis wurden Tiefenprofile in molaren Konzentragarerstellt, um die Dicke der einzelnen
Hautschichten einbeziehen zu kdnnen. Hierbei wiedleuliert, wie hohe molare Konzentrati-
onen in welche Tiefen der Haut penetrieren konrisnerfolgte keine Darstellung des Gehal-
tes im SC, da der Gehalt an Wirkstoff in diesem thampartiment hier nicht von Relevanz
war.

Durch die Wahl der drei verschiedenen Inkubatiomszeson 30 min, 300 min und 1000 min
konnten Rickschlisse Uber das Verhalten der Sysreménitialphase bei 30 min, zu einer
mittleren Applikationszeit von 300 min und nach faeitapplikation von 1000 min geschlos-
sen werden.
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3.6.1 Penetration von Tacrolimus aus Mikroemulsiona

Im Folgenden werden die Ergebnisse der PenetrabanTCL aus den oben genannten drei
Mikroemulsionen vorgestellt.

Mikroemulsion TCL A

In Abbildung 16 ist die Verteilung des penetrieremeils TCL in die Humanhaut sowie die
Konzentrationen im Akzeptorkompartiment nach Apalikn der ME TCL A dargestellt. An-
hand dieses Systems wurden zwei Penetrationsuatensgen mit zwei unterschiedlichen
Tacrolimuskonzentrationen durchgefihrt. Es wurdexzud einmal die im Fertigpraparat
Protopi€ enthaltene Konzentration von 0,1 % und eine hétene0,5 % gewahlt. Dies diente
dazu, Unterschiede des Penetrationsverhaltens €andilirch Veranderung seiner Konzentra-
tion im Vehikel zu untersuchen.

Obwohl die gleiche ME zur Anwendung kam, zeigtem Brgebnisse doch deutlich, dass die
Penetration von TCL auch von seiner Konzentratiohdagig war. TCL penetrierte in einer
Wirkstoffkonzentration von 0,1 % grof3tenteils ire diitalen Hautschichten und war nur zu
einem kleinen Teil im Akzeptor vorzufinden. Trotmldefand sich nicht im S@er grof3te
Wirkstoffanteil, sondern in der lebenden Epidersosvie den oberen Dermisschichten. TCL
war damit in der Lage, das SC mit dem Vehikel d& M Uberwinden (Abbildung 16).

Bei 0,5 %iger Tacrolimuskonzentration zeigte sichbesondere zu langeren Versuchszeiten
ein anderes Penetrationsprofil. TCL war es in héh&onzentration mdglich, schon aer
Initialphase durch alle Hautschichten hindurch etngeieren und in signifikant hGheren Antei-
len der applizierten Dosis im Vergleich zu ME TCLOAL % das Akzeptorkompartiment zu
erreichen. Signifikante Unterschiede zwischen bei@gstemen zeigten sich in den Haut-
schichten jedoch hauptsachlich erst nach 300 minest000 min. Griinde daflr kénnen sein,
dass es durch Erhohung der Dosis zu einem Anséiethdrmodynamischen Aktivitat und des
Konzentrationsgradienten zwischen dem Vehikel ued Haut kam. Zu Beginn des Experi-
ments in der Initialphase kam dieser Unterschiechnmacht sehr stark zum Tragen, weshalb
das Penetrationsverhalten  zwischen beiden  Systemsmt Ausnahme  der
Akzeptorkonzentration gleich war. Nach langererulmdktionszeit schien sich der Unterschied
in thermodynamischer Aktivitdt und dem Konzentnasigradienten durch die erfolgte Penetra-
tion von TCL jedoch zu erhdhen, woraus eine sigaift grof3ere Konzentration des Wirk-
stoffs aus ME TCL A 0,5 % in den Hautschichten ltgstie. Durch eine hohere Konzentration
konnte somit mehr Wirkstoff diffundieren und daraiich permeieren. Folglich gelang eine
erhohte und tiefere Penetration bzw. PermeatioMddsstoffs.

Mit steigender Versuchszeit stieg der Wirkstoffdeha allen Hautschichten sowie im
Akzeptorkompartiment leicht an. Der Abfall des Tagnusgehaltes im Akzeptor bei
1000 min nach Applikation der 0,5 %igen Konzentmatkann auf die oben genannte Zerset-
zung und Metabolisierung des Wirkstoffs in wasgsrigésung bzw. in der Haut oder einen
Aufsattigungseffekt zuriickgefuhrt werden.
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Abbildung 16 — Penetrationsergebnisse von TCL aus HITCL A mit (A) 0,5 %iger Wirkstoffkonzent-
ration und mit (B) 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis in die ver-
schiedenen Hautkompartimente (n = 9X + SD, *p < 0,01 gegeniiber ME TCL A 0,1 % undp < 0,05
gegeniiber ME TCL A 0,1 %) SC =Stratum corneum, EP = vitale Epidermis, DR1 =Dermisschicht 1,
DR2 = Dermisschicht 2, DR3 = Dermisschicht 3, DR4 Bermisschicht 4, DR5 = Dermisschicht 5, AK =
Akzeptorkompartiment.

Betrachtet man das Tiefenprofil beider Formulieemgn Abbildung 17 ist ersichtlich, dass,
obwohl der grofl3te Anteil von TCL aus der 0,5 % lemtaerten ME im Akzeptor zu finden ist,
im Vergleich mit der 0,1 %igen ME insbesondere natter Versuchszeit von 300 min auch
signifikant groRere Anteile an Wirkstoff in denféa Dermisschichten zu finden war. Obwohl
ansonsten keine signifikanten Unterschiede ermitterden konnten, zeigsich doch der
Trend dass eine erhfdhte Konzentration zu einem vermeliteail des penetrierten Wirk-

stoffs fuhrte, was Raum flr die Findung einer thetdischen Konzentration in der Therapie
der Psoriasis bietet, sofern die unerwiinschten Wdgkn nicht Gberwiegen.
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Abbildung 17 — Tiefenprofil von TCL nach Applikation von ME TCL A mit (A) 0,5 %iger Wirkstoff-
konzentration und mit (B) 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration. Das SCwurde hierbei nicht beriicksich-

tigt (n = 9, X = SD, *p < 0,01 gegeniiber ME TCL A 0,1 % undp < 0,05 gegeniiber ME TCL A
0,1 %).
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Mikroemulsion TCL B

Wie in Abbildung 18 erkennbar, war es TCL mdglioach Applikation von ME TCL B mit
einer 0,1 %igen Wirkstoffkonzentration die vitalelautschichten zu erreichen. Nach 30 min
befanden sich 0,2 % in der lebenden Epidermis @ndlL&b in der Dermis. TCL penetrierte
damit in die tiefen Hautschichten und konnte bereiach 30 min Versuchszeit in der
Akzeptorphase in einer Konzentration von 4,6 %aggalizierten Dosis detektiert werden.

Mit steigender Versuchszeit stieg die Konzentratioallen Schichten an. Nach 300 min fan-
den sich das Siebenfache des Wirkstoffs in delevit&pidermis und das Vierfache in der
Dermis im Vergleich zur Initialphase. Die Langzppékation von 1000 min ergab ebenfalls
noch eine leichte Erh6hung auf 2,1 % der Tacrolkongentration in der lebenden Epidermis
und auf 9,3 % in der Dermis. Der Hauptanteil deskg{offes reicherte sich somit nicht im SC
an, sondern konnte die Hautbarriere Uberwindenpametrierte in die vitalen Hautschichten.
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Abbildung 18 — (A) Penetrationsergebnisse von TCLw&s ME TCL B mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzent-
ration in Anteilen der applizierten Dosis in die veschiedenen Hautkompartimente und (B) Tiefenpro-

fil von TCL nach Applikation von ME TCL B mit 0,1 % iger Wirkstoffkonzentration. Das SC wurde
hierbei nicht bertcksichtigt (n =9, X = SD).

Das Tiefenprofil in Abbildung 18B lasst erkennemssl der Wirkstoff die tiefen Schichten
erreicht hatte. Da das Akzeptorkompartiment besehe Profil nicht einbezogen wird, wurde
irrttmlich der Eindruck erweckt, TCL hatte nachrBbh nur minimal die vitalen Hautschich-
ten penetriert. Es ist jedoch zu erkennen, dasstbés % der applizierten Dosis im Akzeptor
zu finden waren und dieser Teil damit die vitaleasukschichten schon permeiert hatte, was fur
ein Eindringen in die tiefen Hautschichten spricht.

Mikroemulsion TCL C

Die Penetrationsergebnisse von TCL aus ME TCL {ilong 19) in der gleichen Konzent-
ration von 0,1 % resultierten auch hier in einend®eation des Wirkstoffs in die vitalen Haut-
schichten sowie in einem Erreichen des Akzeptorlamtitpents. Der grofte Anteil war in der
vitalen Epidermis und den oberen Dermisschichtefiren, jedoch penetrierte TCL auch in
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die tiefen Dermisschichten. In der Initialphasea#rgich eine Konzentration von 2,4 % in der
vitalen Epidermis, nach 300 min waren im gleicheautkompartiment bereits 6,3 % TCL in

Anteilen der applizierten Dosis zu finden. Nach dengzeitapplikation von 1000 min konnte
mit 5 % ein &hnlich hoher Wert, aber keine Erh6hdag Konzentration mehr ermittelt wer-

den. In der Dermis kam es zu einem Anstieg derdliaeuskonzentration zwischen der Initi-

alphase und den langeren Versuchszeiten mit einatailAszon 3,9 % nach 30 min, 11,6 %

nach 300 min und 11,8 % nach 1000 min Versuchszeit.
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Abbildung 19 — (A) Penetrationsergebnisse von TCLws ME TCL C mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzent-
ration in Anteilen der applizierten Dosis in die veschiedenen Hautkompartimente und (B) Tiefenpro-

fil von TCL nach Applikation von ME TCL C mit 0,1 % iger Wirkstoffkonzentration. Das SC wurde
hierbei nicht berlcksichtigt (n =9, X + SD).

Das Tiefenprofil in Abbildung 19B zeigte auch hearf, dass TCL die tiefen Dermisschichten
erreicht hatte. Schon nach 30 min waren bei eirgitti¢fe von 110@um Wirkstoffkonzentra-
tionen zu finden. Obwohl Unterschiede zwischenkderzen Inkubationszeit von 30 min und
den langeren Zeiten besonders in den oberen Sehighmittelt werden konnten, lie3en sich
mit langerer Zeit keine Unterschiede mehr feststelln den tiefen Dermisschichten konnte zu
allen drei Zeiten ein fast identischer Wirkstofieihtletektiert werden, was bei diesem System
eher fir eine Kumulation in den oberen Schichteitkp

Vergleich der Penetrationsergebnisse von Tacroliaussden Mikroemulsionen

Im Vergleich der drei Mikroemulsionen untereinanaargestellt in Abbildung 20 und Abbil-
dung 21, resultierte ein unterschiedliches Penetrsterhalten von TCL. ME TCL B verblieb
nur zu kleinen Teilen im SC und der lebenden Epnier(Abbildung 20) und zeigte seine
hdchsten Konzentrationen in der Dermis und im AkzepAbbildung 21). Wahrend ME TCL
B im Akzeptor zu fast allen Versuchszeiten die sbeh Konzentrationen im Vergleich zu den
anderen ME aufwies, waren die ME TCL A und TCL Ciinihrer Tacrolimuskonzentration
in der Dermis Uberlegen. Dort konnten insbesondkneh ME TCL A nach 30 min und
300 min signifikant hohere Anteile im Vergleich BAE TCL B erreicht werden. ME TCL A
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und TCL C wiesen auch in den oberen Schichten démr&l der Epidermis zu den kirzeren
Versuchszeiten signifikant hohere Werte auf. Naghléngzeitapplikation von 1000 min war

es allerdings nicht méglich, groRRe signifikante étathiede in den tiefen Schichten zu be-
obachtenDie verschiedenen ME erwiesen sich als relativcgl&in Penetrationsverhalten von

TCL.
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Abbildung 20 — Vergleich der Penetrationsergebnissgon TCL aus allen drei ME TCL A bis C mit
0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis in dasStratum corneum (SC) und
die vitale Epidermis (EP) (n = 9,X + SD, p < 0,01 ME TCL A gegeniiber ME TCL B,"p < 0,01 ME
TCL A gegeniiber ME TCL C, "p < 0,01 ME TCL B gegeniiber ME TCL C).
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Abbildung 21 — Vergleich der Penetrationsergebnisse von TCL auallen drei ME TCL A bis C mit

0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis in die Dermis (DR) und das
Akzeptorkompartiment (AK) (n =9, X + SD, p < 0,01 ME TCL A gegeniiber ME TCL B,"p < 0,01

ME TCL A gegeniiber ME TCL C, *p < 0,01 ME TCL B gegeniiber ME TCL C).

Somit ist zusammenfassend festzustellen, dass MEA' Gnd ME TCL C Tacrolimus insge-
samt schnell und gut in die Haut lieferten undem @beren Hautschichten sowie im Zielkom-
partiment Dermis mit seinen Lymphozyten hohe Aetegigten, was besonders nach den Ver-
suchszeiten 30 min und 300 min festzustellen i€. MCL C &hnelte zwar dem Verhalten von
ME TCL A. Hier gelangte jedoch etwas weniger Arzbefif ins Zielkompartiment Dermis und

verblieb im SC und in der vitalen Epidermis. Im &ktor konnten von beiden Systemen fast
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gleiche Konzentrationen erzielt werden. ME TCL Brawschied sich am starksten von den
beiden anderen ME. Insgesamt wurde hier zu derekurkubationszeiten ein geringerer Teil
der applizierten Dosis in der Haut wiedergefundeas sich allerdings nach 1000 min den
beiden anderen Systemen anglich. Jedoch zeigte dasls diese ME den hochsten Anteil in
das Akzeptorkompartiment liefern konnte. Mit Bliakf die Sattigungsloslichkeiten von TCL
in den verschiedenen ME-Systemen in Kapitel 3.5rH weutlich, dass ME TCL B die ge-
ringste Aufnahmekapazitat hatte. Daraus resultieri@lge der Inkorporierung der gleichen
Tacrolimuskonzentration in allen drei Systemen didbere thermodynamische Aktivitat des
Wirkstoffes. Wie schon in 3.5.1.1. angesprochemnke durch diese Erhéhung auch hier eine
hohere Konzentration im Akzeptorkompartiment etaedrden. Es ergab sich somit ein &hnli-
ches Verhalten wie von TCL aus ME TCL A 0,5 %. \WemiArzneistoff verweilte in der Haut
und permeierte stattdessen in kurzer Zeit durah ldlutschichten. Diese Beobachtung ist je-
doch nicht zwingend mit einem Ubergang in den Bkistauf gleichzusetzen.

Alle drei Systeme wiesen durch ihre hohen Konzéotman im Zielkompartiment Dermis gute
Eigenschaften fur die Applikation von TCL zur Theieentzindlicher Hauterkrankungen auf.
Weiterfihrende klinische Untersuchungen sind jedagtlg, um diese Ergebnisse zu bestati-
gen.

3.6.2 Penetration aus dem Standardvehikel Protopfc0,1 %

Zur besseren Beurteilung der Penetration von TGLdmn entwickelten ME wurde zum Ver-
gleich die Penetration nach Applikation des Stamtikels Protopit 0,1 % untersucht.
Durch das erhaltene Penetrationsprofil konnte bédunverden, ob es zu einem besseren
Transport des Wirkstoffs in tiefe Hautschichtenatiuden Einsatz von ME-Systemen kommen
konnte.
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Abbildung 22 — (A) Penetrationsergebnisse von TCLus Protopic® 0,1 % mit 0,1 %iger Wirkstoffkon-
zentration in Anteilen der applizierten Dosis in de verschiedenen Hautkompartimente und (B) Tiefen-
profil von TCL nach Applikation von Protopic ® 0,1 % mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration. Das SC
wurde hierbei nicht beriicksichtigt (n =9, X + SD).
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Abbildung 22A gibt die Ergebnisse in Anteilen d@phzierten Dosis wider. Anders als bei
den oben aufgefuhrten Mikroemulsionen zeigte sink andere Verteilung des Wirkstoffes in
den verschiedenen Hautschichten. Der Wirkstoffiente zwar die vitalen Hautschichten,
jedoch nur die oberen Bereiche. Ab Dermis 4 war mithstens 0,1 % nach 1000 min Ver-
suchszeit fast kein Arzneistoff mehr detektiertidas Akzeptorkompartiment konnte zu allen
drei Versuchszeiten gar nicht erreicht werden. Abehléangerer Inkubationszeit kam es zu
keiner tieferen Penetration, sondern nur zu eirtergenden Anteil in den oberen Schichten.
Im Tiefenprofil (Abbildung 22B) wird nochmals erbitich, dass eine Penetration aus
Protopi€ nach 30 min nur bis zu einer Hauttiefe von 489 mdglich war. Nach 300 min und
1000 min konnten geringe Anteile an TCL in derdreDermis gefunden werden. TCL ver-
blieb allerdings weitestgehend in den oberen StéiciDass das Akzeptorkompartiment auch
hier nicht einbezogen wurde, ist nicht von Releyatazdort kein Wirkstoff detektiert werden
konnte. Die niedrigen Konzentrationen rihrten dahaht von einer bereits erfolgten
Permeation durch alle Schichten, wie bei ME TCLeédlmachtet, her, sondern resultierten tat-
sachlich aus einer geringeren Penetration.

3.6.3 Vergleich der Penetrationsergebnisse von Tadmmus aus den Mikroemulsionen
und Protopic® 0,1 %

Die Ergebnisse aller Penetrationsuntersuchungegesillt in Abbildung 23 — 26, zeigten,
dass die getesteten ME-Systeme verglichen mit demigBrzneimittel Protopfczu jeder In-
kubationszeit hohere Penetrationsraten besondetsribermis (Ausnahme ME TCL B nach
30 min) aufwiesen. Auch die Konzentrationen im Axpekompartiment zeigten signifikante
Unterschiede, da bei Protofizu keiner Zeit TCL zu messen war, wahrend der $ttirf aus
den ME schon nach 30 min alle Hautschichten peminle#te und im Akzeptormedium nach-
gewiesen werden konnte (Abbildung 24).
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Abbildung 23 — Vergleich der Penetrationsergebnisse von TCL auallen drei ME TCL A bis C und
der Salbe Protopi€® 0,1 % mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis in
das Stratum corneum (SC) und die vitale Epidermis (EP) (n = 9,X * SD, *p < 0,01 gegeniber
Protopic® und *p < 0,05 gegentiber Protopfd).
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In den oberen Hautschichten dagegen waren die Mi Stndardvehikel nicht Gberlegen.
TCL war es nicht méglich, aus der ProtShRBalbe die tiefen Hautschichten zu erreichen, son-
dern kumulierte in den oberen Kompartimenten. Aieseim Grund konnten im Vergleich zu
den ME dort teilweise hohere oder @hnliche Konzditmen gemessen werden (Abbildung
23). Der Fokus der durchgefuhrten Untersuchunggrb&sonders auf der Dermis und somit
den tieferen Hautschichten, weil dort die Lymphenytokalisiert sind, die den Hauptzielort
von TCL fur die Hemmung der Calcineurinphosphatiesstellen.
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Abbildung 24 — Vergleich der Penetrationsergebnisse von TCL aus lah drei ME TCL A bis C und
der Salbe Protopi€ 0,1 % mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis in
das Dermis (DR) und das Akzeptorkompartiment (AK) o = 9, X + SD, *p < 0,01 gegeniiber Protopft
und *p < 0,05 gegeniiber Protopfd).
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Abbildung 25 — Vergleich der Penetrationsergebnisse von TCL aus lah drei ME TCL A bis C und

der Salbe Protopi® 0,1 % mit 0,1 %iger Wirkstoffkonzentration in Anteilen der applizierten Dosis
berechnet als bioverfiigbarer Anteil (Summe Dermis nd Akzeptorkompartiment) (n =9, X * SD, *p

< 0,01 gegeniiber Protopfe und “p < 0,05 gegentiiber Protopfd).

Der bioverfugbare Anteil des Arzneistoffes am Zitlerrechnete sich aus der Summe der
Wirkstoffanteile, die sich nach den jeweiligen Iblationszeiten einerseits noch in der Dermis
befanden und den Wirkstoffanteilen, die die Derpesmeiert hatten und andererseits bereits
das Akzeptorkompartiment erreicht hatten. Wie hemiwahnt kann mit diesem Versuchsmo-
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dell nicht auf einen Ubergang des permeierten Aniridie systemische Zirkulation geschlos-
sen werden. Der bioverfiigbare Anteil von TCL aus 8E lag nach 30 min Versuchszeit
bereits bei ca. 6 % (Abbildung 25), wéahrend ausStbe Protopit lediglich 1,4 % zum in
die tiefen Schichten gelangen konnten. Nach 300unih 1000 min Versuchszeit stieg dieser
Unterschied noch an. Nach 300 min waren als Hoahstwder verschiedenen ME bis zu
15,6 % aus ME TCL C der applizierten Dosis und nke®0 min bis zu 21 % aus ME TCL B
bioverfiigbar, wahrend nach Applikation von ProtSpiach 300 min nur 2,95 % und nach
1000 min 6,41 % TCL bioverfugbar war.

Bei Betrachtung der Tiefenprofile zeigte sich, dBsstopi€ in der Lage war, die Dermis zu
erreichen. Der Wirkstoff verblieb dort allerdingarnin den oberen Dermisschichten und ge-
langte nicht in tiefere Schichten der Dermis. Adxeh l&angerer Versuchszeit konnten keine
hoheren Anteile in der tiefen Dermis erhalten war@gbbildung 26). Ab einer Hauttiefe von
700um wurde zu allen drei Zeiten kein Wirkstoff mehteddiert. Die ME hingegen wiesen
zum groften Teil auch Wirkstoffanteile im unterear&@ch der Dermis und nicht zuletzt im
Akzeptorkompartiment auf.
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Abbildung 26 — Vergleich der Tiefenprofile von TCL nach Applikation der drei ME TCL A bis C und

der Salbe Protopi® 0,1 % zu den drei verschiedenen Versuchszeiten &fin, 300 min und 1000 min.
Das SC wurde hier auRer Acht gelassen (n = X + SD, *p < 0,01 gegeniiber Protopftund *p < 0,05
gegeniiber Protopif).

Eine Erhdhung des Anteils an TCL im Zielkompartimish die Voraussetzung fir die Thera-
pie der Psoriasis mit Hilfe dieses ImmunmodulatbrsUnterschied zur atopischen Dermatitis
kommt es bei Psoriasis zu einer Verdickung der biuere. Dieses bedeutet ein grof3eres
Hindernis fur die Penetration der Wirkstoffe. Desteigerten Keratinozytenproliferation, die
zur Bildung der Plaque bei dieser Krankheit fugeht eine Immunreaktion voraus, die schon
in der Dermis unterdriickt werden muss. Durch dienkeing der Calcineurinphosphatase
kann der immunologische Prozess dort am Anfang mgeite werden, wodurch die
Plaqueentstehung unterbunden wird.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der WirksiofiL in seinen Penetrations- und
Permeationseigenschaften durch den Einsatz vowi#alen Carriern signifikant verbessert
werden konnte. Die Hautbarriere SC konnte zu geif3@&inteilen im Vergleich zum Standard-
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vehikel Uberwunden werden. Diese Verbesserung wavodschlie3lich durch den Einsatz ei-
nes anderen Vehikels erreicht. Okklusionsbedingurvgaren nicht erforderliciDies kénnte
die Compliancefordern, insbesondere wenn grol3ere Hautarealendehaverden missen.
Trotzdem unterscheiden sich auch die verschieddfienn ihren Penetrationsprofilen, wo-
durch ersichtlich wird, dass auch die Zusammensgtzier Systeme entscheidend fur das Pe-
netrationsverhalten des Wirkstoffs ist. Eine weit®ptimierung der verschiedenen Systeme ist
damit noch mdaglich.

In der Literatur sind bereits Daten zum Penetratterhalten von TCL zu finden. Durch den
Einsatz von Liposomen als Wirkstofftrager konnteicraschon von RDOGAN et al. Erfolge

im murinen Modell erzielt werden. Leider fehlt jethoder Vergleich zu einem Standardvehikel
[60].

BILLICH et al. und MEINGASSNERet al. untersuchten das Permeationsverhalten vdniiC
Vergleich zu Pimecrolimus und Glucocorticoiden. Asrmulierung wurde eine Losung von
PrG:Oleylalkohol (9:1) oder nur PrG verwendet. Resultat war eine erhéhte Permeation
von TCL durch seine héhere Hydrophilie im Vergle&h Pimecrolimus. Leider sind die Er-
gebnisse nicht mit den hier ermittelten Werten Macgbar, da einnfinite doseDesign ver-
wendet wurde und die Werte iy g* angegeben wurden [26, 140].

3.6.4 Zusammenfassung der Penetrationsergebnisse

Es ist gelungen, geeignete ME zur dermalen Anwegiédls Vehikel fir den Immunmodulator
TCL zu entwickeln. Insbesondere ME TCL A hat sicinath eine schnelle und signifikant gro-
Rere Penetration von TCL in tiefe HautschichterViengleich zu Protopft als besonders ge-
eignet erwiesen. Allerdings konnten auch durchlsiglen anderen Systeme adaquate Kon-
zentrationen erreicht werden. Es wurde gezeigts dhgch den Einsatz von kolloidalen
Carriern die Penetration von TCL essentiell verbgsserden kann. Grol3e Anteile des Wirk-
stoffes konnten in kurzer Zeit in tiefe Hautsch@&hpenetrieren, wodurch die galenischen Vo-
raussetzungen fir eine Wirksamkeit bei Psoriadgavis geschaffen wurden.

Eine Modulation der Penetrationsprofile ist durdle &ariation der Inhaltsstoffe im ME-
System mdglich. Dies wurde besonders im Penetsterhalten von TCL aus ME TCL B im
Vergleich zu den anderen ME deutlich.

Die Auswahl eines ME-Systems als Vehikel zur Therahronisch entzindlicher Hauterkran-
kungen ist zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nichtretien. Alle Systeme wiesen zwar viel-
versprechende Ergebnisse auf, die Bestatigungrd&tisthen Relevanz kann jedoch letztend-
lich nur durch klinische Studien speziell an erkten Haut belegt werden.
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4 Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von
Linolsaure

In der Therapie entzundlicher Hauterkrankungen tnoitkener barrieregestorter Haut spielt
nicht nur die in Kapitel 3 vorgestellte antiinflaratorische und immunsuppressive Behand-
lung der gestdrten Keratinozytenproliferation sowalaite entzindliche Infiltrate eine Rolle.
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die adjuvante Beerapie mit arzneistofffreien Formulie-
rungen. Die Verminderung der Barrierefunktion dauHaufgrund verschiedener Faktoren wie
Storungen des Lipidstoffwechsels, Keratinozytennegnginer Verminderung desatural
moisturizing factor (NMF) oder Entziindungszustanden &auf3ert sich ieneimgesteigerten
transepidermalen Wasserverlust (TEWL) und einemugdlerten Wasserbindungsfahigkeit der
Haut. Aus dieser Storung kann eine Sebostaseisrsult Zur Behandlung dieses Hautzustan-
des ist die regelmalige, grol3flachige BehandlumgEzhaltung und Wiederherstellung der
naturlichen Hautbarriere essentiell.

Eingesetzt werden zu diesem Zweck verschiedeneliemeh, zu denen galenische Zuberei-
tungen wie Cremes, Salben, Pasten, Gele oder dstimen gehdren. Gesichtspunkte bei der
Auswabhl der verschiedenen Formulierungen sind dart#listand, die Jahreszeit sowie der zu
behandelnde Hautbereich. Hierbei sollen einmalligiephilen Bestandteile die naturlichen
Hautlipide ersetzen und die hydrophile Phase arskate Feuchtigkeit spenden. Die Hautbar-
riere kann durch diese Behandlung zumindest teslvaiiederhergestellt werden, wodurch es
zu einer Reduktion der Keratinozytenproliferatiomdweu einer Induktion der Differenzierung
kommt.

Zur Unterstutzung kénnen diesen Vehikeln noch ak#lomponenten hinzugefiigt werden.
Der natural moisturizingfactor Urea (Harnstoff) wird aufgrund seiner wasserbinggndnd
proliferationsmindernden Wirkung auf Keratinozytgern in der Basistherapie eingesetzt, ist
aber aufgrund seinestinging effectsder sich insbesondere bei Kindern oder empfihdic
Hautpartien in einem Brennen &uf3ert, nicht unbdddgnkinsetzbar. Eine wichtige Alternative
reprasentiert der Zusatz von Linolsaure (LSR). ®iessentielle ungesattigte Fettsaure besitzt
als Bestandteil der interzellularen Lipidmatrix d&€ strukturbestimmende Merkmale und
dartiber hinaus noch multiple Schutzfunktionen. én tblgenden Kapiteln soll nun betrachtet
werden, inwieweit sich ME als Vehikel der lipopmleSR zur adjuvanten Basistherapie chro-
nisch entzindlicher Hauterkrankungen eignen.

4.1 Linolsaure — Anwendung und Wirkung

Linolsaure (Abbildung 27) gehoért zu den ungesdtigFettsauren, die als Glycerolester in
praktisch allen natiirlichen Fetten und Olen (z.@g&nblumendl und Maisol) vorkommt. Aus
dem SamenolLini oleun) von Lein Cinum usitatissimuinwurde zuerst LSR gewonnen, wo-
raus sich auch ihr Name aus dem lateinischenlimam (griech.linon) fir Lein undoleumOl
ableitet.
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WOH

Abbildung 27 — Strukturformel von Linolsaure (9,12-Octadiensaure)

Linolsaure kann auf nattrlichem Wege nur von P#gmnend Mikroorganismen synthetisiert
werden. Der menschliche Kdrper ist dazu nicht s$séisdig in der Lage und muss sie durch
die Nahrung aufnehmen. LSR gehort also der Grugpeedsentiellen Fettsauren an. Sie ist
sowohl flur die Bildung von bestimmten Membranlipidals auch fur die Synthese von
Prostaglandinen notwendig [177]. Linolsaure istdneters als Bestandteil von Phospholipiden
zu beachten, die entscheidend am Aufbau von Lipgdtschichten biologischer Membranen
beteiligt sind. Eine grof3e Anzahl Doppelbindungeer, in den Membranlipiden enthaltenen
Fettsauren, fuhrt zu einer erhdhten Fluiditat, wessche Transportvorgange beginstigt [217].
Gespeichert werden ungesattigte Fettsduren im rhkctsen Korper als Triacylglycerine
(Neutralfette). Die Mobilisierung erfolgt durch lapen [211]. Im menschlichen Organismus
kann durch die Wirkung einer mikrosomalen Desatimise weitere Doppelbindung einge-
fuhrt werden. Aus LSR wird dann zunéchstinolensdure. Durch eine Kettenverlangerung
um zwei C-Atome bildet sich daraufhin Eicosatriemedund zuletzt durch Einfuhrung einer
weiteren Doppelbindung die physiologisch wichtigaéhidonsaure (Abbildung 28) [149].
HC e e e S
COOH Linolsaure

| A6-Desaturase
H.C COOH

3 _ _ —_—

y-Linolsaure

\ Elongase
H,C COOH

3 —_ JR— J—

Eicosatriensaure
| A6-Desaturase

Hsc\/\/\:/\:/\:/\:/\/\
COCH Arachidonséure

Abbildung 28 — Bildung von Arachidonséaure aus Linosdure im menschlichen Kérper modifiziert nach
MUTSCHLER und CALDER [39, 149].

In die Haut gelangen essentielle Fettsduren wid.8R durch Aufnahme aus dem Blutkreis-
lauf, wobei der genaue Mechanismus noch unbekanrfi®0]. Dort sind sie ein wichtiger
Bestandteil der interzellularen Lipide i8tratum corneunund somit an der Anordnung der
lamellaren Schichten beteiligt. Sie tragen damitkineh zum Aufbau und der Erhaltung der
Hautbarriere bei. Neben der im SC frei vorliegend8R ist ein Teil zusétzlich in die Synthe-
se der Ceramide involviert. LSR wird maf3geblich Geramid [EOS] eingebaut. Dieses
Ceramid tragt wesentlich zur Erhaltung der Bilayreidur sowie der Permeabilitatsbarriere
bei [33, 47, 52, 91, 113]. Die Synthese der Ceranaidolgt in derodland bodiesdie in der
vitalen Epidermis und dort irStratum spinosunokalisiert sind [59]. WUTSMULLER et al.
konnten bereits 1981 durch die Applikation von LS fettsauredefizienteRatteneine kom-
plette Wiederherstellung der Pemeabilitatsbarrélge Haut innerhalb weniger Tage erzielen
[95].
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Neben den wichtigen strukturgebenden Funktionen derer der LSR noch
antiinflammatorische Wirkungen zugesprochen. DidSékt scheint im Zusammenhang mit
einer durch ungesattigte Fettsauren hervorgerufeHemmung der Prostaglandin- und
Leukotriensynthese zu stehen [204]. Der Metabdit LSR Dihomoy-linolenséure tragt da-
bei ebenfalls zur antiinflammtorischen Wirkung bé&ndem er durch Umwandlung in
Prostaglandin E den second messengecAMP stimuliert, damit die Aktivitat der
Phospholipase inhibiert, wodurch eine Hyperreatédiviles Immunsystems unterbunden wird.
Dihomo+-linolensdure kann sich zu 15-Hydroxy-dihombénolensaure umwandeln. Dieser
Stoff ist ein Inhibitor der Lipoxygenase und damitch der Bildung von Leukotrienen [93].
Fettsauren besitzen nur wenige Nebenwirkungen. acimaler Applikation kann es zu 0rt-
lich begrenzten Hautreaktionen wie Brennen, Rotoragker Juckreiz kommen [204].

Der epidermale Lipidstoffwechsel spielt auch beutéakrankungen eine wichtige Rolle. Tritt
eine Barrierestérung des SC auf, reagiert der Kampeeiner verstarkten Synthese von Lipi-
den und DNS, um die Barrierefunktion wieder herzllsh. Die vermehrte DNS-Synthese re-
sultiert bei chronischen Stérungen, wie sie vonteidmankungen hervorgerufen werden kon-
nen, in einer epidermalen Hyperplasie. Durch diglikgation von Fettsduren ist es jedoch
moglich, dieser Hyperplasie abzuhelfen bzw. vormglea, weshalb LSR auch eine antiprolife-
rative Wirkung zugesprochen wird [173].

Im Zusammenhang mit atopischer Dermatitis ist deysmlogische Linolsduregehalt zwar
nicht vermindert, allerdings sind in der Haut votopikern weniger Linolsduremetabolite vor-
handen. Gleichzeitig wird LSR weniger in Cerami®fg eingebaut. XMAMOTO et al. beo-
bachteten einen verstarkten Einbau von Olsauresiar@id [EOS] anstelle von LSR [231]. Ein
Defekt oder Mangel der oben aufgeflihrée®-Desaturase scheint eine mégliche Erklarung far
diese Beobachtungen zu sein [93]. Obwohl damit &seaffizienz von Arachidonséure auf-
tritt, die eine proinflammatorische Wirkung hat,nkmt es gerade bei Atopikern zu Entzin-
dungen. Dies konnte damit zusammenhdngen, dass Awchidonsdure auch
antiinflammatorische Mediatoren wie Lipoxin, Aervorgehen [38, 39, 196], die dann ebenfalls
nicht mehr zur Verfigung stehen.

Bei Psoriasispatienten wurde ahnlich wie bei Atepik eine Verminderung von Ceramid
[EOS] detektiert, jedoch wurde in psoriatischen Uggen zusatzlich ein verringerter Anteil
freier Fettsduren in der interzellularen Lipidnmatseobachtet [145, 146].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dieieApplikation von LSR in der Basisthe-
rapie von entzundlichen Hauterkrankungen ein gAitesatz ist, um trockene Hautzustande zu
verbessern und die Permeabilitatsbarriere wiedeusezllen. Ebenso kann sie eine
antiinflammatorische Wirkung zeigen, obwohl die [Ralon natirlicher LSR im Zusammen-
hang mit dem Auftreten von atopischer Dermatitismoicht vollstandig geklart ist.

4.2 Physikochemische Eigenschaften von Linolsaure

Linolsaure (9,12-Octadiensaure) ist eine zweifangesattigte Fettsaure. Beide Doppelbin-
dungen befinden sich in eineis-Konfiguration und sind nicht konjugiert. LSR (Suranfor-
mel GgHs,0,) hat eine Molmasse von 280,5 g thoDer Siedepunkt liegt bei 360,6 °C und
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der Schmelzpunkt bei -5 °C, weshalb LSR bei Raumpezatur flissig ist. Die Fettséure ist
eine farblose bis gelbliche Flissigkeit mit chagaiktischem Geruch. Da LSR eine schwache
Saure ist, liegt der pKs-Wert bei 4,78 + 0,1 [194].

Die Wasserlgslichkeit von LSR ist im sauren pH-Beheschlecht. In einem pH-Bereich von 1
bis 7 ist LSR schwer wasserldslich, wobei die Latdteit nach Erreichen des pKs-Werts leicht
ansteigt. Bei basischem pH-Wert ist LSR bis pH Sigidoslich und bei pH 10 schliel3lich
l6slich [82, 96, 194]. In organischen Losungsmittst LSR 16slich.

Die Lipophilie von LSR ist, wie schon aus den Léskeitsdaten ersichtlich, sehr hoch. In der
Literatur ist ein Verteilungskoeffizient (log P)w@,05 zu finden [96]in silico-Berechnungen
zufolge liegt der log P mit 7,18 + 0,26 im gleichareich [194]. Der Verteilungskoeffizient
andert sich bei unterschiedlichen pH-Werten analaglLdslichkeit der Fettsdure in Wasser.
Bei sauren pH-Bereichen bis pH 4 bleibt der lognDBereich von ca. 7,15. Nach Erreichen
des pKs-Werts wird das Linolsauremolekul hydrophieas in einem Absinken des log D von
6,75 bei pH 5 auf bis zu 3,44 bei pH 10 zu erkenisen

Die Veranderungen der Loslichkeiten von LSR sinddeim Dissoziationsverhalten des Mole-
kils zu erklaren. Bei niedrigen pH-Werten liegt L8Berwiegend undissoziiert als Séure vor.
Wird der pKs-Wert erreicht, findet man die undissote lipophile Saure im gleichen Antell
zu ihrer dissoziierten hydrophileren Base vor. lsibchen Bereich steigt dann letztendlich der
Anteil der dissoziierten freien Base an, wodurath ggleichzeitig die Wasserldslichkeit des
Molekuls erhoht.

4.2.1 Sattigungsloslichkeiten

Zur Charakterisierung der LSR und im Vorfeld desBamung verschiedener Verteilungsko-
effizienten wurden, wie auch schon bei TCL, dieti§éngsloslichkeiten in Phosphatpuffer bei
unterschiedlichen pH-Werten und Octanol bestimni. Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufge-
fuhrt.

Tabelle 7 — Sattigungsloslichkeitengoron LSR (Detektiert und quantifiziert als 9,11-Octadiensaure) in
verschiedenen Medien (n = 3X + SD).

Medium Sattigungsloslichkeit fmg mL"] Léslichkeit nach Ph.Eur. [162]
Puffer pH 5 89,96 * 18+ 30,78*10° praktisch unlgslich
Puffer pH 7,4 1,89 £ 0,02 praktisch unlésfich
Puffer pH 9 0,84 + 0,004 praktisch unlésfich
Octanol mischbar in jedem Verhaltnis

3 dslichkeit < 100ug mL*

Die laut Literatur [194] schlechte Wasserlosliclikeinnte experimentell bestéatigt werden. Die
sehr lipophile LSR ist bei allen drei pH-Wertenktisch unldslich. In hoheren pH-Bereichen
ist der in der Literatur angegebene Anstieg zu bebten. Die Ldslichkeit von LSR liegt bei

pH 9 um eine Zehnerpotenz hoher als bei pH 5. Uakelvist jedoch die groRere Loslichkeit
bei pH 7,4 im Vergleich zu pH 9. Der Unterschiedaiser verglichen mit pH 5 weniger gravie-
rend.
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Aufgrund der Mischbarkeit von LSR mit Octanol wanes experimentelle Bestimmung ver-
schiedener log Banorpuiernicht maglich. Aus den Loéslichkeitsergebnissenaigtrdings er-
sichtlich, dass es sich bei LSR um ein lipophiledéltl handeln muss.

4.2.2 Zusammenfassung der physikochemischen Eigehatten

Die physikochemischen Eigenschaften von LSR sindBinck auf die nicht sehr hohe Mole-
kilgroRe im Vergleich zu TCL fur die topische Peagbn durch das SC etwas besser. Prob-
lematisch ist allerdings auch hier die sehr holpophilie des Molekdls. Der errechnete log P
liegt bei fast 7,2. Der ideale Verteilungskoeffition 1 fur die Penetration ins SC mit seinen
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften liegt dameit entfernt [238]. Demzufolge ist die
Entwicklung eines optimalen galenischen Vehikelsdés Erreichen hoher Konzentrationen
im Zielkompartiment auch hier unerlasslich.

4.3 Entwicklung eines kolloidalen Carrier Systems

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer O/W-Miestehend aus einem Fettsduregemisch
(FSG) mit Octadiensauren als Hauptbestandteil seelie gut hautvertraglichen Emulgatoren.

4.3.1 Entwicklung der Mikroemulsion

Die Entwicklung eines kolloidalen Carriersystems diie dermale Anwendung von LSR ge-
staltet sich weniger schwierig als fur einen lipdgn Arzneistoff. Obwohl LSR noch
lipophiler als TCL ist, ist in diesem Fall keinel@alisierung des Stoffes im fertigen System
notig. LSR kann aufgrund seiner Eigenschaften weides flissigen Aggregatzustandes bei
Raumtemperatur direkt als lipophile Phase in eist&y eingearbeitet werden. Damit liegt der
Wirkstoff kolloidal verteilt vor. Es kommt zu keindistribution zwischen der hydrophilen
und lipophilen Phase, wie es bei nachtraglich ergsiteten Wirkstoffen der Fall ist. Das bis-
lang im Markt verfigbare Standardvehikel mit LSR li;wola Fetf, eine Creme vom Typ
W/O-Emulsion. Die Grundlage von Linola Fetbasiert auf Paraffinen, Erdnussél, Hartfett
sowie Wollwachsen. Damit unterscheiden sich dieikédbigenschaften von Linola F&tstark
von denen einer O/W-ME. Linolsdure liegt im Stamldahikel geldst in der lipophilen Phase
vor. Dies bietet ungiinstige Voraussetzungen fuFdasetzung aus dem Vehikel.

Die Inkorporierung in eine O/W-ME und damit in digdrophiles Vehikel kann sich positiv
auf die Freisetzung und Penetration von LSR augwnirfda der Verteilungskoeffizient sehr
hoch ist, wiirde sich LSR damit zu grof3eren Teiles dem hydrophilen Vehikel in das
lipophile SC verteilen. Gleichzeitig wirde der holateil der hydrophilen Phase zur
Hydratisierung des SC beitragen und damit trockdaetzustéande verbessern. Die penetrati-
onsfordernden Eigenschaften von ME sind bei diestark lipophilen Stoff besonders von
Vorteil, um eine Penetration in d&C bzw. eine Penetration in die vitale Epidermieeie-
len und damit mehr LSR dermal verfiigbar zu machemgestrebt wurde in dieser Arbeit die
Entwicklung eines O/W-Mikroemulsionssystems mitesmmmaximalen Emulgatorgehalt von
30 % und einer Fettsaurekonzentration von 2 %, imanegeeigneten Linolsduregehalt zu er-
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halten und trotzdem eine dermale Vertraglichkewderleisten zu kénnen. Der Schwerpunkt
in der Wahl der Emulgatoren lag bei den sogenanfekertensiden.

Erste Versuche wurden mit Sucroseestern durchgefDie Entwicklung eines ME-Systems
war jedoch nicht erfolgreich, da sich diese pulerfigen Emulgatoren in keinem der weite-
ren verwendeten Bestandteile der ME |0sen liel3enddr Literatur beschriebene ME mit
Sucroseestern als Emulgatoren wurden zum Beigpieinem Artikel von EHMANN et al.
drei Stunden bei 90 °C erhitzt, um eine ME-Bildungerzielen [132]. Diese Ergebnisse konn-
ten hier experimentell nicht reproduziert werdend@&m ist es fraglich, wie lange ein ME-
System, das durch solch einen hohen Energieaufivargkstellt werden musste, stabil bleibt.
Langerfristig ist wohl mit erneutem Ausfallen deswigators oder einer Phasentrennung zu
rechnen.

THEVENIN et al. [216] beschrieben, dass in ihrem Fall des&z eines Co-Emulgators uner-
lasslich war, da die Loslichkeit in Wasser und desrwendeten Ol sehr schlecht war. Ausge-
wahlt wurde Ethanol, um eine Ldslichkeit der Sueester zu erzielen. Da aber kurzkettige
einwertige Alkohole aufgrund ihrer héheren Toxikit& Vergleich zu ihren korrespondieren-
den 1,2-Alkoholen [106, 107] keinesfalls in dem rhigu entwickelnden O/W-
Mikroemulsionssystem eingesetzt werden sollten, kara Solubilisierung in solch einem Co-
Emulgator nicht in Frage. Sollte ein anderer Co-Epaor zur Losung eingesetzt werden,
musste dieser wahrscheinlich in hoheren Konzeotrati vorliegen, als der Sucroseester, wo-
durch die Frage auftritt, inwieweit es sich danemam ein Emulgatorsystem aus Zuckerten-
siden handelt. Da sich ME spontan bilden und nuydstimmten Grenzen entstehen kdnnen,
wurde der Fokus nicht nur auf eine Gruppe von Ztteksiden gelegt, sondern tber die Grup-
pe der Sucroseester hinaus erweitert.

Zum Einsatz kamen daher des Weiteren Alkylpolygbid® (APG). Im Unterschied zu
Sucroseestern besteht der hydrophile Teil des Eatarg nicht aus Saccharose sondern aus
Glucose, die mit Fettalkoholen unterschiedlichetté@angen verknupft ist.

H CH,OH
(0] Q o
HO ~ /CH3
OH |, (CH2)n

Abbildung 29 — Strukturformel von Alkylpolyglucosiden (m =1 - 10, n =5 - 15) [120]

APGs gehoren zu der Gruppe der nichtionogenen igidethoxylierten Tenside und werden
vollstandig auf der Basis nachwachsender Rohspoffduziert. Sie zeigen keinerlei Toxizitat
und zeichnen sich durch eine exzellente Hautvdittégeit aus, weswegen sie Verwendung in
Reinigungs- und Pflegeprodukten finden. Als ersteulgatorklasse wurden APG aufgrund
ihrer Eigenschaften und der Tatsache, dass sist&otlig biologischabbaubar sind, in die
niedrigste Wassergefahrdungsklasse eingestuftd21207]. Frihere Untersuchungen haben
bereits gezeigt, dass die Bildung von ME mit dieBemulgatoren mdglich ist. Im Gegensatz
zu ethoxylierten Fettalkoholen sind APG temperaalni$ [21, 34]. Die Bildung von ME er-
folgt durch den Einsatz verschiedener Co-Tensideidhtigen Verhaltnis oder der Anderung
des Verhaltnisses der lipophilen und hydrophileageh[57, 65].
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Nach Untersuchungen voreENBERT et al. waren APG zudem in der Lage aus einer W/O-ME
in das SC zu penetrieren und dort einen leichtdm&eereffekt fir hydrophile Stoffe auszu-
Uben. Woméglich beeinflusste das Tensid die Anandnder polaren Kopfgruppen im inter-
zellularen Lipidfilm, woraus eine erhohte Hydratatides SC resultierte [151]. Der penetrati-
onsférdernde Einfluss fir lipophile Stoffe ist lisgy noch nicht untersucht worden. Durch die
Storung der lamellaren Anordnung im hydrophilendser der Lipide ist aber auch mit einer
Aufweitung der Strukturen im lipophilen Teil zu hewen.

Unter Verwendung der APG war es mdglich, folgendésSystem zu entwickeln:

Mikroemulsion D (% - m/m)
Tegocare CG 90 und Plantacare 1200 UP (1:3) 50046
Pentylenglycol 20 %
Fettsauregemisch 2%-45%
Wasser 1%-93%

Als Emulgatoren kamen mit Tegocare CG90 und Planégat200 UP zwei verschiedene APG
zum Einsatz. Zur Stabilisierung der hydrophilen ptphase wurde auch in diesem System
PeG zugesetzt. Die lipophile Phase enthielt ein ,F8@s zum grol3ten Teil zwei
Octadiensauren, darunter auch naturliche LSR, @httidie genauen Phasengrenzen und die
Charakterisierung des ME-Systems sind in Kapitelaggestellt. Der pH-Wert lag bei 5,57,
weshalb keine Hautirritationen in Folge des pH-Wet erwarten sind.

4.3.2 Charakteristika der verwendeten Substanzen

Nachstehend werden die in der ME eingesetzteneStbfirakterisiert.

Emulgatoren

Plantacare 1200UP (INCI: Lauryl Glucosid¢ besteht aus einer wassrigen Losung eines mit
Fettalkoholen der Kettenlange C12-C16 verethertangB/kosids. Der Oligomerisierungsgrad
der Verbindung betragt bei Plantacare 1200 UP dagtufittlich 1,4 [223]. Es ist ein nichtioni-
sches Tensid mit guten dermatologischen und exteheSchaumeigenschaften. Plantacare
1200 UP ist konservierungsmittelfrei und enthalt%s@ 53 % aktive Substanz sowie 47 % -
50 % Wasser. Der HLB-Wert belauft sich auf etwd 1169].

Bei Tegocare CG 90(INCI: Cetearyl Glucosidehandelt es sich um einen nichtionogenen
PEG-freien und hydrolysestabilen Emulgator aufB#&sis von Zucker. Tegocare CG 90 ist ein
weildes Pulver mit niedrigem Fettalkoholgehalt, dem&en HLB-Wert von 11 besitzt. Zur An-
wendung kommt der Emulgator in der Gesichts- untpKipflege, Babypflege und in Sonnen-
schutzmitteln [171].

Co-Tensid/Co-Solvent

Die Eigenschaften voh,2-Pentandiolsind bereits in Kapitel 3.4.2 erlautert worden.

Hydrophile Phase

Es wurde stetgereinigtes Wassewverwendet.
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Lipophile Phase

Das eingesetztBettsduregemischsetzt sich zum grof3ten Teil aus Octadiensaurendanat
einem Isomerengemisch der Linolsaure zusammen. &tw¥iertel besteht dabei aus natirli-
cher Linolsdure. Zusatzlich sind noch weitere RBettsn enthalten, die jedoch, begriindet
durch ihren geringen Anteil, vernachléassigbar sind im Folgenden auch nicht weiter be-
trachtet werden (Tabelle 8). Die Eigenschaften LBR sind in Kapitel 4.1 und 4.2 bereits
ausfuhrlich beschrieben worden.

Tabelle 8 — Zusammensetzung des FSG
Fettsaure Anteil [%0]

9,12-Octadiensaure 24-28,0

cis-cis Fettsaure
(nichtkonjugierte DB)
(Abbildung 27)

9,11-Octadiensaure 60-70,0
cis-trans Fettsaure

(konjugierte DB)

(Abbildung 30)

Olsaure

(Abbildung 31) <70

Palmitinsaure und Stearinsaure

(Abbildung 32, Abbildung 33) <40

WWWJ\
OH

Abbildung 30 — Strukturformel von 9,11-Octadienséaue

o]

Abbildung 31 — Strukturformel von Olsaure

(@]
/\/\/\/\/\/\/\/U\OH

Abbildung 32 — Strukturformel von Palmitinséaure

0]
/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH

Abbildung 33 — Strukturformel von Stearinsdure
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4.4 Untersuchungen an linolsdurehaltigen Mikroemul®nen

Fur die Durchfiuihrung aller weiteren Experimente deuaus der in Kapitel 4.3.1 vorgestellten
ME folgende Zusammensetzung ausgewahlt [77]:

Mikroemulsion LSR (% - m/m)
Tegocare CG 90 und Plantacare 1200 UP (1:3) 20 %
Pentylenglycol 20 %
Fettsauregemisch 2%
Wasser 58 %

Die Ermittlung von Sattigungskonzentrationen dettdaeiren im ME-System war nicht mdg-

lich, da die Fettséduren als lipophile Phase essefiir die Bildung des Systems waren. Die

moglichen Konzentrationen der Fettsduren bei végdelmen Zusammensetzungen der restli-
chen Bestandteile wurden durch Ermittlung einess@hdiagramms erhalten. Dieses ist in
Kapitel 5.1 vorgestellt.

4.4.1 Stabilitat der Octadiensauren im System

Da in beiden Octadiensauren zwei Doppelbindungdimaéien sind, sind diese besonders oxi-
dationsempfindlich. Zur Gewahrleistung der Stadilih der entwickelten ME wurde ein Expe-
riment zur Lagerstabilitat durchgefuhrt. Zur Optming der ME wurde hier gleichzeitig Gber-
pruft, ob sich der Zusatz von Antioxidantien pasduf die Stabilitat der aktiven Komponen-
ten auswirkt. Dem ausgewdahlten System wurde entwdlé % ACP oder 0,05 %
Butylhydroxytoluol (BHT) hinzugesetzt.

Als weiteres Experiment wurde eine Oxidation kiobktinduziert, um die Oxidationsvorgange
im System genauer zu untersuchen und Unterschisdel®en verschiedenen Systemen fest-
zustellen.

Lagerstabilitat
Die Stabilitat der Octadiensauren im ME-System umi¢l ohne Oxidationsschutz wurde Uber

einen Zeitraum von 36 Wochen bei Raumtemperatuersatht. Die Quantifizierung der
Octadiensauren erfolgte mit HPLC und DAD-DetektidDurch Verwendung dieser Methode
konnte der grof3te Teil der enthaltenen Fettsa¢etl{Octadiensdure) zuverlassig detektiert
und quantifiziert werden, da nur diese Saure dunod konjugierten Doppelbindungen gute
UV-Aktivitat aufzeigt.

Die Ergebnisse in Abbildung 34 zeigen, dass 9,1ltafensaure lber vier Wochen hinweg
stabil war. Nach drei Monaten konnte beobachtedemrdass die Systeme mit zugesetztem
Oxidationsschutz dem ohne Schutz in ihrer Wirkstafbilitat Uberlegen waren. Wéahrend im
System ohne Schutz der 9,11-Octadiensaurengeta®2ab gesunken war, blieb der Gehalt
der Séure bei zugesetztem BHT oder ACP stabil.dDi&send setzte sich mit steigender La-
gerzeit noch fort. Nach 36 Wochen Lagerung konmi@nnoch etwa ein Viertel der enthalte-
nen 9,11-Octadiensaurenkonzentration wiedergefumndeden. Im Gegensatz dazu blieb der
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Wirkstoff durch Hilfe der beiden Antioxidantien inemoch stabil. Ein Oxidationsschutz ist
demnach sehr zu empfehlen [77].

120% -

S

100% u\;f \:ii ——— :{I

80% T
~ \\
40% \{

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit / Wochen
|——ME LSR -= ME LSR + BHT = ME LSR + ACP|

20%

Gehalt an 9,11-Octadiensaure / %

0%

Abbildung 34 — Gehalt an 9,11-Octadiensdure in ME B8R mit und ohne Zusatz von Antioxidantien
(BHT = Butylhydroxytoluol, ACP = Ascorbylpalmitat) tber einen Lagerzeitraum von 36 Wochen (An-
gaben in % - m/m) (n = 3,X % SD).

Zusatzlich zur Lagerung der ME mit und ohne Oxmfadschutz wurde der Einfluss der Zu-
sammensetzung der ME auf die Stabilitat von 9,1tadensaure untersucht. Dazu wurden die
in Tabelle 9 aufgefiihrten ME-Systeme sowie einesvigs Losung zum Vergleich getestet.
Tabelle 9 — Zusammensetzungen der auf Stabilitdt wo09,11-Octadiensdure untersuchten Systeme

(ACP = Ascorbylpalmitat, FSG = Fettsduregemisch, R& = Pentylenglycol, Pl 1200 = Plantacare 1200
UP, T CG90 = Tegocare CG90) (Angaben in % - m/m).

TCG90 Pl 1200 PeG FSG Wasser ACP
ME LSR A 1,25 % 3,75 % 20 % 2% 73% -
ME LSR B 5% 15% 20 % 2% 58 % -
MELSR C 8,75 % 26,25 % 20 % 2% 43 % -
MELSRD 12,5 % 37,5% 20 % 2% 28 % -
ME LSR E 1,25 % 3,75 % 20 % 2% 72,9 % 0,1%
ME LSR F 5% 15% 20 % 2% 57,9 % 0,1%
ME LSR G 8,75 % 26,25 % 20 % 2% 42,9 % 0,1%
ME LSR H 12,5 % 375% 20 % 2% 27,9 % 0,1%
LSG LSRi - - 50 % 2% 48 % -
LSG LSRj - - 50 % 2% 47,9 % 0,1%

Die Lagerung der verschiedenen ME und der wasshifgegleichslésung zeigten, dass die ME
im Vergleich zur Losung eindeutig die Stabilitanv®,11-Octadiensdure begtnstigen konnten
(Abbildung 35). Wahrend es in Losung LSG LSR i Zneen starken Abfall des 9,11-
Octadiensauregehalts kam, blieb die Konzentramoden ME (Ausnahmen ME LSR A und
ME LSR B) uber einen Zeitraum von 18 Wochen mit adeistens 90 % stabil. Der Wirkstoff-
abfall in ME LSR B weicht mit 85 % 9,11-Octadiens#ngehalt nach 18 Wochen nur gering-
fugig von den restlichen Systemen ab. Lediglichldlerporierung des Fettsduregemischs in
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ME LSR A konnte den Abbau der aktiven Komponenthinverhindern. Durch Zusatz des
Antioxidanz ACP konnte die Zersetzung, die offen®aidationsprozessen unterliegt, verhin-
dert werden. Wie die Ergebnisse von ME LSR E zeigexr im selben System nur mit Zusatz
von ACP nach 18 Wochen ein Gehalt von tiber 90 %nzien. Der Einsatz eines Antioxidanz
in der Losung j konnte den Abbau der Fettsaure zwdangsamen, jedoch lag der Restgehalt
auch hier nach 18 Wochen mit 40 % viel zu gering.

120% -

110% T
I
100% i =
90% 1 : =
80% I 1 T
T \
70% ) “\\\I\
60% ™

50%
40%
30%
20% \\\

10%

O% T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit / Wochen

Gehalt an 9,11-Octadiensaure / %

——MELSRA —MELSRB -—MELSRC —MELSRD —-—MELSR E
——MELSRF =——MELSRG —ME LSRH —LSGLSRi —LSG LSRj

Abbildung 35 — Gehalt an 9,11-Octadienséaure bezogeuf den Anfangsgehalt nach 18wdchiger Lage-
rung in verschiedenen Systemen (Angaben in % - m/nfh = 3, X + SD).

Grunde fur die Stabilitat von 9,11-Octadiensaurerké die Lokalisation der lipophilen Phase
im System sein. Im Gegensatz zur molekulardispevesteilung der Fettsduren in den beiden
Losungen LSR i und LSR j kommt es in den ME zu ekaloidalen Verteilung, die durch
eine Trennung von fettsaurereichen Domé&nen unchyi@nophilen Phase des Systems durch
emulgatorreiche Grenzschichten charakterisierDatch den recht geringen Anteil an Emul-
gator in System ME LSR A scheint hier der Schutecdudie Grenzschichten nicht ausrei-
chend zu sein.

Die Oxidation von LSR in verschiedenen Systemendeereits von einer italienischen Ar-
beitsgruppe untersucht [40]. Es wurde ein Verglealschen einer ME mit einer Emulsion
und einer mizellaren Losung durchgefuhrt. Alle \lkethienthielten die gleichen Bestandteile
sowie LSR. Die Ergebnisse einer kinstlich indueei®xidation ergaben fur LSR inkorporiert
in die Emulsion und die mizellare Losung gleichedatonsraten. Die Oxidation von LSR in
der ME fuhrte allerdings zu viel kleineren Wertear ©xidationsprodukte. Dies konnte auf die
dicht gepackten emulgatorreichen Grenzschichteiickgefihrt werden und bestatigt die hier
erhaltenen Ergebnisse. Eine zweite Theorie koreite slass die enthaltenen APG zusatzlich
in diesem System als Oxidationsschutz fungierear Bjieift nun die Tatsache, dass diese Ten-
side bioabbaubar sind. Sie unterliegen Oxidatiavmgssen und im stark sauren Bereich Hyd-
rolyse [34, 71, 174]. Eine Instabilitat der ME-Sysie konnte durch den eventuellen Abbau
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der APG nicht beobachtet werden. OrganoleptisciiuRgen ergaben auch nach einem Jahr
Lagerung keine Zerstorung der ME-Systeme. Um dabitsiit der Fettsauren im System zu

erhéhen, ohne den Emulgator damit in Mitleidendchafziehen, muss moglicherweise eine
Erhohung des Oxidationsschutzes im System erfolgen.

Induzierte Oxidation der Octadienséuren

Mit Hilfe der oben vorgestellten Experimente zumgkestabilitdét konnte nur der Gehalt und
damit die Stabilitat von 9,11-Octadiensaure Ubdtprérden. Um auch Einblicke in die Stabi-
litat der natlrlichen LSR zu erhalten, wurde einad@tion des FSG unter UVA-Strahlung
induziert. Als Reaktionsbeschleuniger diente dabengalrose B. Die oxidierten Systeme
wurden mittels Kapillarelektrophorese analysied,ed mit dieser Methode auch mdglich war,
die UV-aktiven Oxidationsprodukte der Fettsdurertreanen. Dies ist am Beispiel des Oxida-
tionsproduktes der LSR 13-Hydroperoxy-9-cis-11-¢ractadecadiensaure (13-HPODE) in
Abbildung 36A, das zusatzlich mit UVA-Licht besthahvurde, vorgestellt. Reine 9,12-
Octadiensaure zeigte auch bei diesem Verfahremandgder fehlenden UV-Aktivitat keinen
Peak. Der erkennbare Peak in Abbildung 36B und €Albildung 37A und B in den Formu-
lierungen ohne Lichtbestrahlung stellt 9,11-Octasi#ire dar.

350+ 350+
6004 ———13HPODE|A ——MELSRBOX|B ——MELSREOx|C
300{|——MELSRB 3004 —— MELSRE
500 9,11-Octadienséure —=
250+ 250+ 9,11-Octadiensaure —
g 4007 200 200
5300 150 150
8
< 2004 100 100+
504 oxidationsprodukte —= 504  Oxidationsprodukte —
1004
| N \
0 . 04 - A 04 A
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Abbildung 36 — Elektropherogramme von (A) 13-HPODE(B) ME LSR B unbehandelt, (B) ME LSR B
Ox nach induzierter Oxidation und (C) ME LSR E unbehandelt und (C) ME LSR E Ox nach induzier-
ter Oxidation.

Aus den Abbildungen 36 und 37 wird ersichtlich, ddas bei Bestrahlung der ME-Systeme
LSR B und LSR E, die beispielhaft dargestellt smuginer leichten Bildung von Oxidations-
produkten kam. Die entstandenen Oxidationsprodsikte durch die Peaks bei kirzeren Re-
tentionszeiten erkennbar. System LSR E, dem ACPxsidationsschutz zugesetzt, war hierbei
System LSR B ohne Schutz nicht Uberlegen. In bevwd&ssrigen Losungen LSR i und LSR |
(Abbildung 37A und B) wurde deutlich, dass es taereiner stark vermehrten Bildung von
oxidierten Verbindungen kam. Im Vergleich zu dendbe ME sind mehrere und grof3ere
Peaks in den Elektropherogrammen zu sehen. AuchlldreiLdsungen kam der Oxidations-
schutz nicht zum Tragen. System LSG j zeigte verigbare Peaks wie LSG LSR i.
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Abbildung 37 — Elektropherogramme von (A) LSG LSR iunbehandelt, (A) LSG LSR i Ox nach indu-
zierter Oxidation und (B) LSG LSR j unbehandelt und (B) LSG LSR j Ox nach induzierter Oxidation.
Aufgrund der unselektiven Bildung von zahlreichexidationsprodukten durch die Einstrah-
lung von UVA sowie wegen fehlenden Standards waeidsr nicht moglich, die entstandenen
Oxidationsprodukte zu qualifizieren und quantifiele. Trotz allem bestatigten sich in diesem
Experiment die Ergebnisse der Lagerstabilitat. @otadiensauren waren in den ME-Systemen
vor Oxidation starker geschitzt als in molekulgrdisen Lésungen. Diese Erkenntnisse
scheinen auf die 9,12-Linolsdure Ubertragbar zu sei

4.4 .2 Extraktionsvorversuche

Im Hinblick auf die Durchfuhrung von Penetrationgesmenten in Humanhaut wurde auch
hier im Vorfeld die Extraktion der Octadiensaurars ME LSR und dem Standardvehikel
Linola Fetf (2 % Fettsduregemischgehalt) untersucht, um acistieBen, dass Bestandteile
der Grundlage die Quantifizierung stéren kdnnten.

Zusatzlich wurde die Wirkstoffextraktion in Gegemtvaon Humanvollhaut geprift, um St6-
rungen ausschliel3en zu kénnen.

Extraktion aus der Formulierung

Die Extraktion der Octadiensauren aus ME LSR umbla Fetf zeigte in beiden Fallen mit
Methanol gute Ergebnisse. Die Wiederfindung in prigalen Anteilen der applizierten Dosis
von 9,11-Octadienséaure in den einzelnen Systemlef beeh auf:

Mikroemulsion LSR 91,18 % +2,99 %*
Linola Fett® 93,30 % * 1,72 %*
(2 % Fettsduregemischgehalt)

n=3,X +SD

Methanol eignet sich in Anbetracht der guten Wiéddungsraten fur die Extraktion von
9,11-Octadienséaure aus der entwickelten ME und $tsmdardvehikel Linola Fétt
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Extraktion in Gegenwart von Humanhaut

Als Vorversuch zur Penetrationsstudie wurde digdktion beider Octadiensauren in Gegen-
wart von Humanhaut untersucht. Zum Vergleich et®oldie Analyse mit HPLC-DAD und
GC-MS. Es ergaben sich folgende Wiederfindungsr@abelle 10):

Tabelle 10 — Wiederfindungsraten beider Octadiens&en in Gegenwart von Humanhaut durch Be-
stimmung mit HPLC-DAD und GC-MS (Angaben in % - m/m) (n =3, X + SD).

HPLC-DAD GC-MS

Leerversuch ohne
Formulierung
9,11-Octadiensaure 0,14 % + 0,03 % 0,4 % + 0,68 %

9,12-Octadiensaure - 237,6 % + 27,69 %
ME LSR

9,11-Octadiensaure 1106 % +4,04% 99,4 % + 9,28 %
9,12-Octadiensaure - 216,57 % £ 55,52 %

Wie der Vorversuch mit Humanhaut zeigt, ist es hibglich, 9,12-Octadiensaure quantitativ
zu bestimmen. Es handelt sich hierbei um die nakirh der Haut vorkommende LSR. Wie
der Blindversuch, bei dem nur die Haut ohne Foremuhgsapplikation untersucht wurde, und
die dabei gefundenen Wiederfindungsraten zeigend die natirlich vorkommende LSR
ebenfalls extrahiert. Die perkutan aufgetragene déekann somit nicht mehr quantifiziert
werden. Zudem kommt es zu grof3en Standardabweiehungeshalb es auch nicht moéglich
ist, zuverlassige Vergleiche zu dem naturlichenaBalmd dem durch Applikation einer For-
mulierung erhdhten Gehaltes der Haut an LSR zwenieh

Die Quantifizierung der Octadiensauren im ME-Systerfolgte deshalb Utber die 9,11-
Octadiensaure, die nur zu vernachlassigbaren Teilder Haut messbar war, wie im Vorver-
such ohne Applikation einer Formulierung erwies@&mnden konnte. Die festgestellten Wieder-
findungsraten ergaben hier bessere Ergebnisse.

Da die Bestimmung mittels HPLC-DAD zuverlassiged unit weniger Aufwand verbunden
ist als die Analyse mit GC-MS, wurde diese zur Qifiarerung der folgenden Penetrations-
versuche verwendet. Die Quantifizierung der Octasheren in den Penetrationsuntersuchun-
gen erfolgte damit Uber die Detektion der 9,11-@ietasdure. Da die 9,11-Octadienséure den
Hauptbestandteil des FSG bildet und sich 9,11-Qetadure sowie 9,12-Octadiensdure in
ihren physikochemischen Eigenschaften nicht unteisen, kann tber die Detektion von
9,11-Octadiensaure auf das Penetrationsverhaltériinher LSR geschlossen werden.

4.5 Untersuchungen zur Penetration von 9,11-Octadmsaure in exzidierte
Humanhaut

Zur Untersuchung der Penetration der Octadiensdausnverschiedenen Vehikeln kam die
Diffusionszelle nach RANZ zum Einsatz. Die experimentelle Durchfihrung msKapitel 7.7
beschrieben [66].

Die Vorstellung der Franzzelle als Standard in Derchfihrung von Studien zur perkutanen
Absorption ist bereits in Kapitel 3.6 erfolgt. Zuensatz kam auch bei den im Folgenden dar-
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gestellten Experimenten wieder exzidierte Humanhdig aus Mammareduktionsplastiken
erhalten wurde. Damit wurden alle Versuche mit Haut eines Kdrperareals durchgefihrt.
Die drei Spenderinnen waren alle weiblichen Gestitteund besalien einen madglichst gerin-
gen Altersunterschied. Bis zur Verwendung wurdeHeit bei -20 °C gelagert. Der Einfrier-
prozess fuhrt, wie bereits in Kapitel 3.6 erwamntht zur Beeinflussung der Barrierefunktion
der Haut [36, 66, 83, 142].

Die Wahl des Akzeptormediums fiel trotz der gerimg@slichkeit der Fettsauren in wassrigen
Losungen und somit moglichen AufsattigungseffekimnAkzeptorkompartiment auf PBS-
Puffer pH 7,4, da sich diese gepufferte isotonidaiming mit physiologischem pH am besten
zur Einhaltung physiologischer Bedingungen eigngjl. (Kapitel 3.6). SinkBedingungen
konnten damit allerdings nicht erreicht werden.

In den nachstehenden Penetrationsuntersuchungetatagugenmerk vorrangig auf der Pe-
netration der Octadiensauren in die Haut. Die ¢eitén Konzentrationen im
Akzeptorkompartiment wurden zur Vervollstandigurey &rgebnisse betrachtet, woraus aller-
dings keine Aussagen Uber systemische Konzenteationvivo getroffen werden konnten. Im
Vordergrund stand die Beurteilung der dermalen ®atien sowie der Lokalisation und Ver-
teilung der aktiven Komponente innerhalb der vaestdnen Hautschichten. Hierbei wurde ein
Vergleich der Penetrationsprofile der 9,11-Octastieme aus den entwickelten ME im Ver-
gleich mit dem Standardvehikel Linola Fet€reme durchgefiihrt. Der Fettsauregehalt in
Linola Fetf betragt im Fertigarzneimittel nur 0,815 %. Um \eighbare Bedingungen zu
schaffen, wurde Linola Fétivor den Penetrationsuntersuchungen weitere Fetisgugesetzt,
um auch in dieser Formulierung einen Fettsauregdraideil von 2 % zu erreichen. Auf die
Stabilitat der Creme hatte dieser Zusatz keineffiuss. Neben der penetrierten prozentualen
Menge der applizierten Dosis wurden Tiefenprofilemolaren Konzentrationen erstellt, um
die Dicke der einzelnen Hautschichten einbezielekdnnen.

Die Wahl der drei verschiedenen Inkubationszeitel) Wie schon bei den Penetrationsunter-
suchungen von TCL bewahrt, wieder auf 30 min, 3@® umd 1000 min, um Ruckschliisse
Uber das Verhalten der Systeme zur Initialphasesizer mittleren Applikationszeit und nach
Langzeitapplikation ziehen zu kénnen.

4.5.1 Penetration aus der Mikroemulsion

Die Penetrationsergebnisse von 9,11-Octadiensdach Applikation der ME LSR sind in
Abbildung 38 dargestellt. Sie zeigen, dass 9,1laflenhsaure zu grofRen Teilen in die Haut
penetrieren konnte. Die Fettsaure erreichte deent Hautschichten, wobei der grofl3te Anteil
der penetrierten Menge in den oberen Hautschichueimden war. Ab Dermisschicht 2 wur-
den auch nach langerer Versuchszeit als Héchstwer2 % der applizierten Dosis detektiert.
Die hohen Werte in Dermisschicht 1 und der dangatkes Abfall der Konzentration konnten
fur eine Lokalisation der 9,11-Octadiensaure in léeenden Epidermis sprechen, denn auf-
grund der zapfenférmigen Schichten der lebendeddfpiis den Reteleisten, ist es unmdglich,
durch horizontale Schnitte nur Dermisschichten en@renze zur lebenden Epidermis zu er-
halten.
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Nach langerer Versuchszeit stieg die Konzentraiioden oberen Hautschichten weiter an.
Wahrend sich nach 30 min in der lebenden Epidein@i®o der Fettsaure befanden, stieg die-
ser Gehalt nach 1000 min auf das Vierfache. Aucls@war der gleiche Trend zu erkennen.
In der Initialphase konnten 1,1 % in das oberstepartiment penetrieren, nach 300 min stieg
dieser Wert mit 2,2 % auf das Doppelte und konith sach der Langzeitapplikation von
1000 min noch mal auf 3,6 % steigern.

Mit Blick auf das Akzeptorkompartiment zeigt siatgss 9,11-Octadiensdure alle Hautschich-
ten permeierte und schon nach 30 min dort Konzeoren aufwies. Dies weist jedoch nicht
zwingend auf einen Ubertritt in den systemischegis{auf hin.
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Abbildung 38 — (A) Penetrationsergebnisse von 9,1Qetadiensaure aus ME LSR in Anteilen der appli-
zierten Dosis in die verschiedenen Hautkompartimemt und (B) Tiefenprofil von 9,11-Octadiensaure
nach Applikation von ME LSR (n =9, X + SD).

Das Tiefenprofil (Abbildung 38B) bestétigt die Ebgesse aus Abbildung 38A in Anteilen der
applizierten Dosis. Der Wirkstoff wies zu allen idversuchszeiten die hdchsten Werte in der
Epidermis auf. Diese Konzentrationen erhdhten sithlangerer Versuchszeit noch. In die
tiefen Schichten der Dermis konnte nur wenig 9,tta@enséure penetrieren. Ab einer Haut-
tiefe von 50Qum waren fast keine molaren Konzentrationen mehsehen. Man kann davon
ausgehen, dass 9,11-Octadiensaure und demzufatgel &R in der Lage waren, die Epider-
mis zu grofRen Teilen nach Applikation der ME ziemtien. Es schien zu einer Kumulation in
der Epidermis zu kommen, da die tiefen Hautschichteg zu kleinen Teilen erreicht wurden.
Die ermittelten Akzeptorkonzentrationen konnten d@m starken Konzentrationsgradienten
zwischen Vehikel und Haut herriihren.

4.5.2 Penetration aus dem Standardvehikel Linola F&®

Die Ergebnisse des Standardvehikels Linola *Fettgaben eine Penetration von 9,11-
Octadiensaure in die oberen Schichten der Haut i([@ofig 39). Die tiefen Schichten ab
Dermis 3 konnten nur zu geringen Anteilen von uftér% erreicht werden. Die Konzentrati-
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onen stiegen bei langerer Inkubationszeit zwar mmhi an, blieben aber eindeutig in
unrelevanten Konzentrationsbereichen. Das Akzeptogartiment konnte zu keiner Ver-
suchszeit erreicht werden. Die aktive Komponenigheste sich vielmehr in den oberen Haut-
schichten an. Nach langerer Inkubationszeit wult#rere Werte der Fettsaure in der Epider-
mis und den oberen Schichten der Dermis gemessetr dllem wird ersichtlich, dass 9,11-
Octadiensaure nur zu kleinen Teilen in die Hautiengen konnte. Nach 30 min war ein Ge-
samtanteil von 3 % der applizierten Dosis in altautschichten zu finden und nach der Lang-
zeitapplikation wurden lediglich 8 % detektiertlt&t im lipophilen SC kam es zu keiner An-
reicherung der Fettsaure.

Ein Grund fur diese geringen Werte kdénnte moglielegse eine schlechte Freisetzung der
aktiven Komponente aus dem Vehikel sein. Bei Line#f handelt es sich um eine W/O-
Grundlage. Da der Verteilungskoeffzient (log P) WS8R mit Uber 7 sehr hoch liegt, verteilen
sich LSR und damit auch 9,11-Octadiensaure normvalee in lipophilen Phasen. Diese fin-
den die Substanzen in der lipophilen Grundlageitsever und penetrieren aus diesem Grund
nicht bevorzugt in das ebenfalls lipophile SC.

Im Tiefenprofil (Abbildung 39B) wird nochmals deigth, dass eine Penetration in tiefere
Schichten aus Linola F&tnicht méglich war. 9,11-Octadienséure verblieb inuden oberen
Schichten. In diesen konntemdem nur kleine Konzentrationen der aktiven Kongmde er-
mittelt werden.

2,4 A\ I 30 min . %E B —=— 30 min
) [ iggomm_ 55004 £:&: —e— 300 min
12 | ] 1 © : ;
M} 5000 EFS: e —— 1000 min
> Slc: g
2,0 = Si8 %
L =45004 @£ 0Q
- 1,8 9 :k .
[7p} -
5 © 4000
é 1,64 = ]
©35001
S 1,4- g ] \
g X< 3000+
N 127 3
%1,0- § 2500 1 :
o S E
B o 2 2000 Al
= [&] i N
T o6 8 1500+ Al
< T i S
0.4 4 10004
o B
0.2- 500-_ : ; g
T T T 1 0- IE :' T T T T T T T T T T 1
SC EP DR1DR2DR3DR4 DR5 AK 0 200 400 600 800 1000 1200
Hautkompartiment Hauttiefe / um

Abbildung 39 — (A) Penetrationsergebnisse von 9,1Q¢tadiensédure aus dem Standardvehikel Linola
Fett® mit 2 %iger Fettsduregemischkonzentration in Antelien der applizierten Dosis in die verschiede-
nen Hautkompartimente und (B) Tiefenprofil von 9,12Octadiensdure nach Applikation des Standard-
vehikels Linola Fett® mit 2 %iger Fettsauregemischkonzentration (n = 9X + SD).

4.5.3 Vergleich der Penetrationsprofile von 9,11-Qadiensaure aus
der Mikroemulsion und Linola Fett®

Die Ergebnisse beider Penetrationsstudien demerestri dass zu allen drei Versuchszeiten
hohere 9,11-Octadiensauregehalte aus der ME iraig penetrieren konnten (Abbildung 40
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und Abbildung 41). Die Konzentrationen im SC komntkirch das Vehikel Linola Fé&timit
langerer Inkubationszeit nicht gesteigert werded lbireben konstant im Bereich von 1 % der
applizierten Dosis. Aus der ME konnte zur Initisdgke nur geringfligig mehr Fettsaure die
Hornschicht penetrieren. Die Konzentration stidgrdlngs mit langerer Zeit auf das 3,5fache
an. Durch Einsatz der ME war es mdglich, signifikhéhere Konzentrationen penetrieren zu
lassen. Unterstitzt wird dieses Ergebnis durchtBituag des Tiefenprofils. Dort wird deut-
lich, dass die molaren Konzentrationen nach Appkeder ME in einer Hauttiefe von 16n

um bis das 2,5fache im Vergleich zum Standardvéleiteht waren (Abbildung 42). Es steht
demzufolge mehr 9,11-Octadiensaure und so auch h&Rrzur Regeneration und Erhaltung
der Hautbarriere zur Verfigung, indem deren Inteégnain die Lipidbilayer des SC erfolgt.
Fehlende natirliche Hautlipide kdnnen ersetzt wengied der TEWL kann damit minimiert
werden, womit eine Verbesserung trockener Hautmdst&intritt. Gleichzeitig kann die durch
Barriereschaden aktivierte tberméafRige DNS-Prodokgesenkt werden. Dadurch kommt die
antiproliferative Wirkung zum Tragen.
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Abbildung 40 — Vergleich der Penetrationsergebnisse von 9,11-Octeghsaure aus ME LSR und der
Creme Linola Fett® mit 2 %iger Fettsduregemischkonzentration in Antelien der applizierten Dosis in
ngtg)tratum corneum (SC) und die vitale Epidermis (EP) (n = 9X + SD, *p < 0,01 gegeniber Linola

In der lebenden Epidermis konnten ebenfalls Unkgesie im Penetrationsverhalten von 9,11-
Octadiensaure aus beiden Vehikeln beobachtet weierch den Einsatz des kolloidalen
Carriers fanden sich schon in der Initialphase r&tmin mit 1,84 % mehr als doppelt soviel
des Anteils der applizierten Dosis an 9,11-Octas#iene verglichen zu Linola F&tmit nur
0,74 %. Nach 1000 min war dieser Unterschied nosiitlidher. Linola Feft erreichte nur
einen Anteil von 1,73 % wéhrend aus der ME 7,3M%ler lebenden Epidermis zu finden
waren. Der 9,11-Octadiensauregehalt erhdhte sich Aaplikation der ME in der lebenden
Epidermis und in den oberen Schichten der Dernmstlangerer Versuchszeit weiter. Linola
Fetf® war, wie in Abbildung 40 und Abbildung 41 ersidttl, nicht in der Lage, den Wirk-
stoffgehalt in diesen Hautschichten mit langerere®ationszeit stark zu vergréRern. Es erga-
ben sich signifikant hohere Werte an Fettsaurekunagonen in den lebenden Schichten der
Epidermis. Fur die antientziindliche Wirkung der LSRdie Penetration in die lebende Epi-
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dermis notwendig. Dort sind die Enzyme lokalisidig die Umsetzung der LSR in ihre Oxida-
tionsprodukte katalysieren. Dadurch kdnnen angimfinatorische Prozesse eingeleitet werden.
Bei atopischer Dermatitis ist diese Wirkung womélglnicht gegeben, da bei dieser Erkran-
kung ein Enzymdefekt diskutiert wird, der die Unzsety von LSR verhindert. Da aber bei
atopischer Dermatitis auch ein verminderter Einldan LSR in Ceramid [EOS] beobachtet
wurde [190], kbnnte eine Linolsaureapplikation @&nbau in Ceramid [EOS] begunstigen. Da
die Synthese der Ceramide Biratum spinosurstattfindet, ist die Penetration der Fettséure in
die lebende Epidermis unerlasslich.
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Abbildung 41 — Vergleich der Penetrationsergebnissgon 9,11-Octadiensadure aus ME LSR und der
Creme Linola Fett® mit 2 %iger Fettsduregemischkonzentration in Antelien der applizierten Dosis in

I(Ziettg)ermis (DR) und das Akzeptorkompartiment (AK) (h = 9, X = SD, *p < 0,01 gegeniber Linola

e .

In den unteren Dermisschichten blieb die 9,11-Qetes#iurekonzentration bei beiden Formu-
lierungen zu allen drei Inkubationszeiten sehr mgednd weitestgehend konstant. Ab einer
Hauttiefe von 70@um waren nur noch geringe molare Konzentrationenerur250uM
detektierbar. Diese Beobachtung spricht bei belemulierungen fir eine Kumulation der
aktiven Komponente in der Epidermis, die das Zielgartiment darstellt. Die
penetrationsfordenden Eigenschaften der ME schesirean héheren Konzentrationsgradien-
ten zu erzeugen, der fur die Permeation durchHdletschichten sorgt, wodurch sich auch im
Akzeptorkompartiment 9,11-Octadiensaure detektiéeth

Die Gesamtpenetration der aktiven Komponente ausMie war im Vergleich zur W/O-
Creme Linola Feft erheblich héher. Nach 30 min konnten aus der MEitse7,3 % der appli-
zierten Dosis in der Haut gefunden werden. Aus laireetf penetrierten lediglich 3,1 %.
Nach 300 min waren mit 15,3 % im Gegensatz zu 46w dreifach hohere Konzentrationen
aus der ME detektierbar. Dieser Trend erhdhte seth 1000 min noch weiter mit einem
9,11-Octadiensauregehalt nach Applikation der M& 28,3 % zu 8,4 % nach Applikation der
Creme. Die Ergebnisse aus dem Akzeptorkompartimentlen hierbei nicht bertcksichtigt.
Aus diesen Daten ist zu erkennen, dass es in detféonsrate aus Linola F&thur einen
kleinen Anstieg gab. Eine hohe Penetration wirdnlich durch eine niedrige Freisetzung
unterbunden. Bei handelsiiblicher Linola B&treme ist mit einer noch geringeren Penetration
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zu rechnen, denn dort ist die thermodynamische vAd#ti aufgrund geringerer
Fettsauregemischkonzentrationen niedriger.

* *
* . X
14000 ., —a— MlkroemuIS|on 14000 - E"g 14000+ = g ]
= |5 €|—e—Linola Fett® 138 300 min {z#5 1000 min
3120004 € @ . 120004 £:2 12000 S {2
=182 30 min |56 15
S10000{E e & 10000 £/8 10000{EE o
g B2 E |3 E {28 E
§ 800078 & 8000 Z12 & 800043 ¢ &
c 1 = 11 10
% 6000 6000+ 6000 -
(O] 9 . J J
3 4000+ ; 4000 4000+
T 2500 {: 2500 2500+
B 11 1 1
O 20004 2000+ 2000
— 4 A i 4
— N
i 1500-_ " 1500 1500-_
10004 1000 1000
* % 4 5004
0

0 200 400 600 80010001200 0O 200 400 600 800 10001200 0 200 400 600 800 10001200
Hauttiefe / um

Abbildung 42 — Vergleich der Tiefenprofile von 9,110ctadiensaure nach Applikation der ME LSR
und der Creme Linola Fetf® mit 2 %iger Fettsduregemischkonzentration zu den i verschiedenen
Versuchszeiten 30 min, 300 min und 1000 min (n = ¥ + SD, *p < 0,01 und”p < 0,05 gegeniiber
Linola Fett®).

Untersuchungen zur Penetration von LSR sind audeirLiteratur zu finden. Eine britische
Gruppe untersuchte den Einfluss von okklusiven Bguaingen auf die Penetration von LSR
inkorporiert in eine ethanolische Losung oder Cgiethicon [214]. Die Ergebnisse zeigten fur
LSR aus beiden Vehikeln héhere Penetrationsratear nicht-okklusiven Bedingungen. Da es
sich bei beiden Vehikeln um flichtige Substanzende#ie, wurden die Evaporation der L6-
sungen und der damit erfolgte Anstieg des Konzg&atrsgradienten und der thermodynami-
schen Aktivitat als moglicher Grund diskutiert. Tagdem blieben alle Ergebnisse mit einer
Gesamtpenetration von unter 5 % der appliziertesiDm die gesamte Haut weit unter den
Penetrationsergebnissen der hier verwendeten M. &mitteltan vivo-Verteilung von LSR
zeigte im Tierversuch ungewoéhnlich hohe Konzerdragn in einer Hauttiefe von 16@n —
400um. Die Autoren vermuteten eine Akkumulation der LBBRJen Talgdrisen. Auch hier
lagen die ermittelten Konzentrationen, die sichunteren Nanomolbereich bewegten unter
den Ergebnissen des kolloidalen Carriers [18 QUIRAST und MAVON dagegen erhielten
nach Applikation einer linolsaurehaltigen Emulsjeweils 10 % der applizierten Dosis im SC
und den lebenden Hautschichten (Summe der Epidemagsier Dermis). Dies wurde jedoch
nicht auf die gute Penetration in die Hornschializkgefuhrt, sondern auf eine transfolliku-
lare Penetration von LSR. Da bei den hier durchugéin Experimenten nur die transepider-
male Route bertcksichtigt wurde, wurden die in Hiearfollikeln enthaltenen Konzentratio-
nen nicht erfasst, weswegen die Ergebnisse nicbteiehbar sind [176].
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4.5.4 Zusammenfassung der Penetrationsergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass es moglich warHiti@ des ME-Systems in kurzer Zeit hohe
Raten an 9,11-Octadiensaure in die Haut penetriardassen. Trotz der hohen Lipophilie der
aktiven Komponente bewirkten die Applikation der Mie exzellente Penetration. Im Ver-
gleich zum Standardvehikel war die ME zu allen dfeisuchzeiten der Linola F8tCreme
uberlegen. Nach Applikation der ME reicherte sioh Bettsdure mit steigender Versuchszeit
nicht in den tiefen Dermisschichten an, sondern Wigrte im Zielkompartiment Epidermis.
Zur Bestatigung der Ergebnisse sind allerdings diaische Untersuchungen notig [77].
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5 Charakterisierung der entwickelten Mikroemulsionen

Die Penetrationsuntersuchungen stark lipophilers@utzen nach Applikation der in Kapitel 3
und 4 entwickelten ME ergaben Rickschlisse tUberEdiaung der Systeme als kolloidale
Carrier zur dermalen Therapie. Um weitere Einbligke gewinnen, wurden die ME unter
Verwendung verschiedener Methoden charakterisiert.

Angesichts ihrer dynamischen Mikrostruktur und desngen Volumens der kolloidalen Pha-
se ist die Charakterisierung der Systeme aufRdratiesdg. Um Fehlinterpretationen, hervorge-
rufen durch Probenpraparationsfehler oder die Megson Artefakten, zu vermeiden, wurden
mehrere Methoden eingesetzt. Damit konnte eine ssafade Charakterisierung der einzelnen
Systeme erzielt werden.

5.1 Erstellung von Phasendiagrammen

Die Ermittlung der Phasengrenzen der einzelnen iekélten Systeme ME A bis D ist ein
essentieller Faktor, um Aussagen uber den Umfamgdim Lage des optisch isotropen ME-
Gebietes (vgl. Kapitel 5.2) treffen zu konnen. Psterndre Phasendiagramme, in denen die
Emulgatorkonzentration gegen die Konzentrationlipeiphilen Phase und gegen die Konzen-
tration der hydrophilen Phase aufgetragen wirdpengsich hierbei gut zur Darstellung und
Beurteilung des ME-Gebietes. In dieser Arbeit wargen allen vier entwickelten Systemen
ME A bis D (vgl. Kapitel 3.4.1 und Kapitel 4.3.1p&endiagramme angefertigt. Die Ergeb-
nisse sind in den Abbildungen 43 bis 47 dargestett es sich bei den in ME A und ME D
eingesetzten Emulgatoren der Sorte Plantacare u@ WR einem Wasseranteil von 47 %
bzw. 48,5 % handelt, wurde in den entsprechendasd?liiagrammen dieser Anteil der hyd-
rophilen Phase zugeordnet und somit fir den Emaiigateil nur die aktive Substanz berick-
sichtigt. Daraus ergab sich bei ME A und ME D emeeindertes Verhaltnis der beiden einge-
setzten Emulgatoren. Fir ME A wurde das Verhakois Phospholipon 90 G zu Plantacare
2000 UP von 1:2 unter ausschlie3licher Berlickggcimgy der aktiven Substanz auf 1:1,06 kor-
rigiert. Fir ME D ergab sich ein korrigiertes Vdthiés von Tegocare CG 90/Plantacare 1200
UP von 1:3 auf 1:1,545.

Mikroemulsionssystem A

Anhand ME A wurde der Einfluss der Co-Solvenskotragion auf die Systembildung unter-
sucht. Die Ermittlung der Phasengrenzen wurde dimital0 %iger und noch mit 20 %iger
PeG-Konzentration durchgefihrt (Abbildung 43). Autite Wahl der lipophilen Phase und ihr
Einfluss auf die Ausbildung von ME wurden durch €tz verschiedener Ole untersucht. Es
kamen dabei flissige Wachse sowie mittelkettigglyeeride zum Einsatz (Abbildung 44).

Wie die dargestellten Ergebnisse in Abbildung 4&&enen lassen, hatte die Konzentration des
Co-Solvens Einfluss auf die MikroemulsionsbilduBgi einem Zusatz von 10 % PeG resul-
tierte ein sehr kleines isotropes PhasengebietciDden Einsatz von 20 % des Co-Solvens
kam es dagegen zu einer erheblichen Ausdehnunilitesemulsionsgebietes. Die Erhdohung
von PeG fuhrte vermutlich zu einem Anstieg der ditét der emulgatorreichen Grenzschich-
ten. Insbesondere fur lecithinhaltige ME, die ziding rigider Filme neigen, ist in der Lite-
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ratur beschrieben, dass die Eingliederung von Guwsifien und Co-Solventien die Flexibilitat
erhdhen kann [3]. Gleichzeitig fuhren Alkohole aucheiner Destabilisierung von fllissigkris-
tallinen Phasen in Systemen mit hoher Emulgator&otration [230]. Allein durch Verande-
rung der Co-Solvens-Konzentration war es somit mbgldas Phasengebiet mal3geblich zu
erweitern. Durch Erh6hung des Diolgehaltes konnen meben der wichtigen Stabilisierung
der ME zusatzlich auch dessen exzellente Solutilisigseigenschaften und antimikrobiellen
Eigenschaften ausgenutzt werden.

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

Phospholipon 90G/Plantacare 2000 UP* (1:1,06) Phospholipon 90G/Plantacare 2000 UP* (1:1,06)

Abbildung 43 — Pseudoternare Phasendiagramme der MB mit (A) einem Zusatz von 10 % PeG und
(B) einem Zusatz von 20 % PeG (*nur aktive Substanbericksichtigt).

Der Einfluss der Art der lipophilen Phase auf diesBildung von Mikroemulsionsregionen
wurde unter Zuhilfenahme der verschiedenen flussigéachse IPM, IPP und Tegosoft Cli
sowie der beiden mittelkettigen Triglyceride Myti®18 und Spezial6l 107 untersucht. Die
Ermittlung erfolgte mit einem Zusatz von 10 % Pezydrophilen Phase.
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Abbildung 44 — Pseudoternare Phasendiagramme der MB mit unterschiedlichen Olen als lipophile
Phase (A) Isopropylmyristat, (B) Isopropylpalmitat, (C) Tegosoft Cl, (D) Myritol 318 und (E) Spezialdl
107 (*nur aktive Substanz bericksichtigt).
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Wie in Abbildung 43 ersichtlich, kam es bei dieB@nzentration zu kleineren isotropen Ge-
bieten als bei einem 20 %igem Zusatz, so dass idéugs des Ols bei dieser Zusammenset-
zung vermutlich besser zu erkennen ist.

Die Ergebnisse in Abbildung 44 zeigen auf, dads k& Austausch der lipophilen Phase durch
verschiedene Ole nur geringe Unterschiede im Phasealten der ME ergaben. Lediglich die
beiden mittelkettigen Triglyceride Myritol 318 ur@pezialdl 107 (Abbildung 44 D und E)
resultierten in kleineren Flachen als die flussijéachse. Diese beiden Substanzen besitzen
im Vergleich zu den flissigen Wachsen eine etwa8@e Molmasse. Nach Untersuchungen
von ABOOFAZELI et al. konnen Ole mit kleineren Molmassen die Aldsing von ME begiins-
tigen [4] und womoglich nimmt auch die sterischanfades jeweiligen Ols Einfluss. Die
Lipophilie der Ole in Abbildung 44 bewegte sichaten Fallen in einem Bereich von log P
7,5 — 8,5 [194], wodurch diese Eigenschaft zur Aldsihg unterschiedlicher isotroper Phasen-
gebiete nicht weiter zum Tragen kam. Die Grof3ermsoteede des isotropen Bereichs sind in
den Phasendiagrammen allerdings nur unwesentlicerkennen. Durch die Variation der
lipophilen Phase war es zusammenfassend nicht amjgrol3e Unterschiede in Ausmaf3 und
Lage des isotropen Phasenbereichs zu zeigen.

Mikroemulsionssystem B
Das Phasengebiet der ME B ergab &hnlich wie fur Mkit 20 %igem PeG-Zusatz grol3e
einphasige, isotrope Bereiche (Abbildung 45).

0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Phospholipon 90G/ Tagat S (1:3)

Abbildung 45 — Pseudoternares Phasendiagramm der MB

Begunstigt wurde die Entstehung von ME womoglickehahier durch den Zusatz des Co-
Solvens PrG. ME B =zeigte zudem mehrphasige Bereicheerhalb bestimmter
Emulgatorkonzentrationen. Wahrend es mdoglich warginem Konzentrationsbereich von
20 % - 30 % einphasige Mischungen mit niedrigem ddler niedrigem Wassergehalt zu bil-
den, konnten keine Systeme mit etwa gleichen Tdilsder Phasen erhalten werden. Bei ho-
heren Emulgatorkonzentrationen verschwanden dieggrphasigen Bereiche inmitten einer
bestimmten Emulgatorkonzentration. Ein Grund d&finnte sein, dass es sich bei den Syste-
men mit etwa gleichem Ol- und Wassergehalt um tikaierliche ME handelt. Bei hoheren
Emulgatorkonzentrationen erfolgte womdoglich einab8isierung der bikontinuierlichen Be-
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reiche durch den erhdhten Anteil der emulgatoremiciGrenzschichten, die bei niedrigem
Emulgatorgehalt nicht realisiert werden konnte.

Mikroemulsionssystem C

Durch Ermittlung der Phasengrenzen von ME A korb@eeits der forderliche Einfluss einer
20 %igen PeG-Konzentration auf die Bildung einedrigoen Gebietes gezeigt werden. Aus
diesem Grund wurde auch fiir die Systeme ME C urane 20 %ige PeG Konzentration ge-
wahlt. Das Phasendreieck fir ME-System C (Abbildd6y konnte auch hier wahrscheinlich
durch den Einsatz des Co-Solvens PeG grol3e eigghBereiche aufweisen.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Phospholipon 90G/ Span 80 (3:2)

Abbildung 46 — Pseudoternares Phasendiagramm der ME

ME C resultierte womoglich durch den niedrigen HWARrt des Co-Emulgators Span 80 in
einer etwas anderen Lage des isotropen Gebiet€®hasendiagramm im Vergleich zu ME A
und B. Es konnten vorwiegend ME mit einer 6ligeruptphase gebildet werden. Trotzdem
war es auch mdglich, Systeme mit einer hydrophH@uptphase zu ermitteln. Diese waren
jedoch am Phasengrenzgebiet lokalisiert.

Mikroemulsionssystem D
Im entwickelten linolsdurehaltigen System, desseasBngrenzen in Abbildung 47 dargestellt
sind, kamen ausschlie3lich APG zur Anwendung.
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Tegocare CG90/ Plantacare 1200 UP* (1:1,545)

Abbildung 47 — Pseudoternares Phasendiagramm der ME (*nur aktive Substanz berticksichtigt)
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Da damit beide Tenside Uber einen sehr hohen HLB-Wflugen, existierte in ME D kein
klassisches Emulgatorsystem. Trotzdem ist die Bidrein APG-haltiger ME mit Hilfe eines
Alkohols in der Literatur beschrieben [34, 41]. ®ieonnte auch anhand ME D realisiert wer-
den. Zur Ausbildung einphasiger, isotroper Systéiagée PeG hier nicht nur die Funktion ei-
nes Co-Solvens, sondern auch die des Co-Tensi@lderte sich vermutlich in die Grenz-
schicht ein und bildete zusatzlich Bulkbereichden kontinuierlichen Phase.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es dwdardhittiung der Phasengrenzen der entwi-
ckelten ME-Systeme gelungen ist, das Ausmal3 undlatie der einphasigen isotropen Berei-
che zu erhalten. Da mit dieser Methode jedoch kéinssagen uber den Charakter (O/W,
bikontinuierlich oder W/O) der einzelnen Systemegaféen werden kdnnen, sind noch weitere
Untersuchungen notig. Zur besseren Charakterigiedem ME-Systeme A bis D wurden aus
diesem Grund entlanger Dilutionsreihen dis h (vgl. Abbildungen 43, 45, 46 und 47) ver-
schiedene ME gewahlt, deren Zusammensetzungerbigll@d 1 aufgefuhrt sind.

Tabelle 11 — Zusammensetzungen der ME entlang derilDtionsreihen a bis h (Dil.-reihe = Dilutions-
reihe, FSG = Fettsduregemisch, PeG = PentylenglycdPh 90G = Phospholipon 90G, Pl 1200
Plantacare 1200 UP, Pl 2000 = Plantacare 2000 UR@= Propylenglycol, T CG90 = Tegocare CG90)
(*nur aktive Substanz beriicksichtigt) (Angaben in %- m/m).

Dil.- Cetiol Pl PI Span Tagat T

eihe B FSG PeG  Ph90G,n o0 PG bt O3 Cogp  Wasser

ay 5% 20 % 6,67 % 7,06 % 61 %

& 5% 20 % 10 % 11 % 54 %

as 5% 20 % 16,67 % 17,66 % 41 %

au 5% 20 % 20 % 21 % 34 %

by 2,50 % 20 % 13,33 % 14,14 % 50,03 %

b, 5% 20 % 13,33 % 14,14 % 48 %

bs 15 % 20 % 13,33 % 14,14 % 38 %

b, 25 % 20 % 13,33 % 14,14 % 28 %

bg 35 % 20 % 13,33 % 14,14 % 18 %

C 5% 3,75 % 53,33 % 11,25 % 26,67 %
C 5% 6,25 % 46,67 % 18,75 % 23,33 %
C3 5% 8,75 % 40 % 26,25 % 20 %

Cy 5% 11,25 % 33,33 % 33,75 % 16,67 %
Cs 5% 13,75 % 26,67 % 41,25 % 13,33 %
d; 15 % 8,75 % 33,33 % 26,25 % 16,67 %
d, 25 % 8,75 % 26,67 % 26,25 % 13,33 %
ds 35 % 8,75 % 20 % 26,25 % 10 %

ds 45 % 8,75 % 13,33 % 26,25 % 6,67 %
ds 55 % 8,75 % 6,67 % 26,25 % 3,33 %
e 20 % 20 % 12 % 8 % 40 %

& 20 % 20 % 24 % 16 % 20 %

€ 20 % 20 % 30 % 20 % 10 %

e 19 % 20 % 36 % 24 % 1%

fq 10 % 20 % 18 % 12 % 40 %

fy 20 % 20 % 18 % 12 % 30 %

fa 30 % 20 % 18 % 12 % 20 %

f4 40 % 20 % 18 % 12 % 10 %

fs 49 % 20 % 18 % 12 % 1%
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o1 2% 20% 1,93 % 125% 75%
0, 2% 20% 8% 5% 65 %

O3 2% 20% 11,59 % 750% 59 %
U4 2% 20% 15% 10 % 53 %

hy 10% 20% 11,59 % 750% 51%
h, 20% 20% 11,59 % 750% 41%
hs 30% 20% 11,59 % 750% 31%
hy 40% 20% 11,59 % 750% 21%
hs 49% 20% 11,59 % 750% 12%

5.2 Polarisationsmikroskopie

Die Polarisationsmikroskopie kann als optischesfafeen zur Erkennung anisotroper Eigen-
schaften in flissigen und klaren Systemen genueztl@n. Anisotrope (geordnete) Strukturen
erzeugen in diesem Zusammenhang durch Doppelbrgcties Lichts bunte Texturbilder,
wahrend isotrope (ungeordnete) Strukturen aufgfehtender Doppelbrechung im Betrach-
tungsfeld des Mikroskops schwarz erscheinen. All&apitel 5.1 vorgestellten Mikroemulsi-
onsgebiete wurden unter Zuhilfenahme des Polasissttiikrokops untersucht. Nur Systeme,
die keine Doppelbrechung zeigten, wurden als MEatttarisiert und dem einphasigen, iso-
tropen Phasengebiet der pseudoternaren Diagramgeeminet.

5.3 Untersuchungen zur dynamischen Viskositat

Durch Messung der dynamischen Viskositat als Mafirheeren Reibung von ME ist es mog-
lich, Einblicke in die Struktur und Stabilitat d&ysteme zu gewinnen. Die Viskositat wird
hierbei sowohl von den verwendeten Bestandteilsraath ihrer quantitativen Zusammenset-
zung beeinflusst. ME zeichnen sich durch eine igedviskositat aus. Mittels dieser Eigen-
schaft lassen sich Unterschiede zu flussigkrisgatii Strukturen erkennen, die aufgrund ihrer
Anisotropie hohere Viskositaten im Vergleich zu MEfzeigen kénnen. Wahrend O/W- und
W/O-ME in der Regel idealviskoses ENTONsches FlieRverhalten zeigen, kdnnen
bikontinuierliche Systeme auch NichENTONsche FlieReigenschaften aufweisen [147].
Durch Veranderung der verschiedenen Konzentratiat®reinzelnen Phasen ist es mdglich,
innerhalb von ME-Systemen den Phasentbergang Vagrisphen Partikeln in einer mono-
kontinuierlichen Phase zu bikontinuierlichen PhasénViskositatsmessungen zu beobachten,
denn dieser Ubergang geht mit einem Viskositatsmami einher [78, 147].

In dieser Arbeit wurde zum einen der Einfluss der der lipophilen Phase auf die Viskositat
von ME A untersucht sowie zum anderen anhand d€apitel 5.1 ermittelten Dilutionsreihen
a bis h gepruft, ob es innerhalb dieser Reihene@Merungen der Viskositat kommt, die auf
den Charakter der einzelnen ME schliel3en lassenEfjebnisse sind in Tabelle 13 und Ab-
bildung 48 aufgefiihrt bzw. dargestellt.

Mikroemulsionssystem A — Einfluss der lipophilensBé

Der Einfluss der Art der Olphase auf die dynamiseiskositat wurde beME A untersucht.
Es wurde sich, im Rahmen der Phasengrenzen, fér i mit niedrigem Emulgator- und
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Diolgehalt entschieden, um den Einfluss der liptgshPhase besser beurteilen zu kénnen. Die
Zusammensetzung der untersuchten ME ist in Tah2lleufgefihrt.

Tabelle 12 — Zusammensetzung der auf ihre dynamisehViskositét untersuchten Systeme (Angaben in
% - m/m).

CetiolB IPM IPP Tegosoft CI  PeG Ph90G PI2000 aséér
MEADV1 75% 10 % 6,67 % 13,33% 62,5 %
ME A DV 2 5% 10 % 6,67% 13,33% 65 %
ME ADV 3 5% 10 % 6,67% 13,33% 65 %
ME ADV 4 5% 10 % 6,67% 13,33% 65 %

Tabelle 13 — Dynamische Viskositaten der ME-System& DV 1 bis 4 (Messung bei 13 verschiedenen
Scherraten, X + SD).

n (mPa s)

MEADV1

9,23+0,11

ME ADV 2

6,75+0,13

ME ADV 3

519+0,17

ME ADV 4

3,91 +0,09

Alle vier untersuchten ME resultierten in ideahaoskm Fliel3verhalten und wiesen eine niedri-
ge Viskositat auf (Tabelle 13). Wie aus den Datemnbar, hatte die Olphase nur geringen
Einfluss auf die dynamische Viskositat. Alle Syséepeigten Viskositaten unter 10 mPa s. Die
Ergebnisse bewegen sich in der gleichen GrolRenogdwie fur vergleichbare ME, die in der
Literatur zu finden sind [5]. Aufgrund ihresEM/'TONschen FlieBverhaltens und der niedrigen
Viskositat kann bei den untersuchten Systemen vietmerden, dass es sich um monokonti-
nuierliche Systeme mit sphéarischen Partikeln handel

Mikroemulsionssysteme A bis D — Viskositdtsmessarg@lang der Dilutionsreihen

Der Einfluss des Wasser- sowie des Emulgatorgehalterde durch Viskositdtsmessungen
entlang der Dilutionsreihen a bis h (vgl. Tabell§ Gintersucht. In den graphisch dargestellten
Ergebnissen in Abbildung 48 ist ersichtlich, dassdynamische Viskositat von ME stark von
deren Zusammensetzung abhéangig ist.
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Abbildung 48 — Dynamische Viskositat verschiedenezusammensetzungen der ME A-D entlang der
Dilutionsreihen a bis h) in Abhangigkeit der (A) Wasserkonzentration und (B) der
Emulgatorkonzentration (Messung bei 13 verschiedemeScherraten, X + SD).
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Einfluss der Wasserphase:

Durch Erhohung der Wasserphase konnten untersafiedlEffekte beobachtet werden
(Abbildung 48A). Wéahrend es bei den beiden phospldtialtigen ME B und C zu einem
Anstieg der Viskositat kam, sank die Viskositaten APG-haltigen ME A und ME D aME

A resultierte mit steigender Wasserfraktion in egesinkenden dynamischen Viskositat. Her-
vorgerufen wird dieses Verhalten womdglich durch glieichzeitige Absenkung der Cetiol B
Konzentration, dessen Viskositat mitvBPa s- 7 mPa s [167] hoher als die von Wasser mit
1 mPa s liegt. Da sich diese beiden Werte niche®ith voneinander unterscheiden, ist der
Abfall der dynamischen Viskositat entlang Dilutiogibe b nur schwach ausgepragt. Ver-
gleichbare Werte &hnlich zusammengesetzter Systaimaen bereits von RAF et al. publi-
ziert [79].

ME B zeigte auch bei niedrigen Wasserkonzentrationea leohe Viskositat, vermutlich be-
dingt durch die hohe Konzentration an PrG im Systeth einen starken Anstieg der Viskosi-
tat durch Erhéhung der hydrophilen Phad& C erhohte sich in seiner Viskositat nur leicht,
obwohl die Cetiol B Konzentration entlang der Dimisreihe f absank und das niedrig visko-
sere Wasser in seinem Gehalt anstieg. Die leictiéHtng kénnte auf das bereits erwahnte
Maximum durch Ausbildung bikontinuierlicher Strukém hinweisen, da sie nicht mit der Zu-
sammensetzung der Einzelkomponenten und ihren Sitsken zu erklaren ist. In den ME-
Systemen A, B und D war kein Maximum, das auf eiR&asenibergang von sphéarischen
Partikeln zu bikontinuierlichen Phasen hinweisemdeil erkennbar. Der Anstieg der Viskosi-
tat in vergleichbarem Ausmald phospholipidhaltigdf Mit steigender Wasserfraktion ist be-
reits in der Literatur beschrieben [79]. Im Systet D kam es durch die steigende Wasser-
konzentration ebenfalls zu einer Erniedrigung deskbsitat. Diese wurde vermutlich durch
das korrespondierende Absinken der Fettsdurekamtem verursacht. Diese Komponente
weist mit 42 mPa s [114] eine hOhere Viskositat \Mlasser auf. Daten zur Viskositat rein
APG-haltiger ME sind in der Literatur bislang nicletrfigbar.

Einfluss der Emulgatorphase:

Neben dem Einfluss der Wasserphase auf die Viskadeir ME wurde ebenfalls die Emulga-
torkonzentration entlang der Dilutionsreihen albisntersucht (Abbildung 48B). Durdrho-
hungdes Emulgatorgehaltes konnten bei allen ME angstdige/iskositaten beobachtet wer-
den, jedoch in unterschiedlichem MaREE A stieg in ihrer Viskositat erst leicht und ab einer
Emulgatorkonzentration von 20 % starker lndieser ME findet sich als Emulgator Plantaca-
re 2000 UP, das bereits ca. 47 % Wasser enth&ithlerh6hung der Emulgatorkonzentration
nimmt hier damit auch der Wasseranteil zu. Diesegebrachte Wasser kann zur Solubilisie-
rung von Phospholipon 90G und zur HydratisierungKigpfgruppen beider Tenside verwen-
det werden, woraus sich zuerst ein nur kleiner idgstler dynamischen Viskositat ergibt. Ab
hoéheren Emulgatorkonzentrationen scheint jedochEieituss des enthaltenen wachsartigen
Phospholipon 90G zu uberwiegen. Dadurch kann dirketer Anstieg beobachtet werden.
Dies wird auch bei den ME B und C deutlidhE B und C stiegen in ihrer Viskositat stark an.
Herbeigefihrt wird dies vermutlich durch den Zus#s wachsartigen Phospholipon 90G und
dessen Solubilisierung. Eine Rolle konnte auchHiigratationszustand der Emulgatormole-
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kile spielen. Durch die Erh6hung der Konzentratlen Phospholipidmolekile steigt gleich-
zeitig der gebundene Wasseranteil im Emulgatoréim Dieser Anteil ist nicht mehr in der
kontinuierlichen Phase frei verfigbar und kann somaht zu einer geringeren Viskositat bei-
tragen.ME D wurde im Gegensatz zu den anderen ME kaum in s¥iis&psitat beeinflusst.

In dieser ME besteht das Emulgatorsystem zum TeilRlantacare 1200 UP, das bereits ca.
48,5 % Wasser enthalt. Durch Erhdhung der Emulgat@entration nimmt hier ebenfalls der
Wasseranteil zu. Damit kann das durch Plantacad® WP eingebrachte Wasser zur Solubili-
sierung von Tegoccare CG90 und zur Hydratisieruag Kbpfgruppen beider Tenside ver-
wendet werden. In der kontinuierlichen Phase etistiamit ein hoherer Anteil freien Was-
sers. Tegocare CG 90 scheint in diesem System sictol3en Einfluss auf die Viskositét zu
nehmen wie Phospholipon 90 G in den tbrigen ME€ysh.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass alle irlEath3 und Abbildung 48 untersuchten
Systeme niedrige Viskositaten und idealviskoses(¥vierhalten aufwiesen, besonders bei nied-
rigen und damit dermal vertraglicheren Emulgatodemirationen. Die Existenz spharischer
Partikel in allen ME-Systemen kann vermutet werdéi. C zeigte zudem auch Hinweise auf
bikontinuierliche Strukturen entlang der Dilutioegre f.

5.4 Konduktivitatsmessungen

Leitfahigkeitsmessungen an ME kommen zur Anwendumg,Veranderungen in der Mikro-
struktur innerhalb einer Dilutionsreihe zu untetsere. Der Ubergang von spharischen Wasser-
strukturen, dispergiert in eine lipophile Hauptpghas bikontinuierlichen Systemen, ist mit
einem starken Anstieg der Leitfahigkeit an der snagnten Perkolationsschwelle verbunden
[8, 24]. Denn durch die Erhéhung des Wassergehaitesrhalb des Systems kommt es zu
einer Verbindung der isolierten kolloidal verteiitéVassertrépfchen zu grol3eren miteinander
verbundenen Wasserbereichen bis hin zu einer mariokerlichen Wasserphase, in der
spharische Olbereiche enthalten sind. DadurchedrgstKanéle, die den in der wassrigen Pha-
se enthaltenen lonen ermdglichen, sich starkerervegen [72]. Ersichtlich wird dieser Punkt
in einem Diagramm, in dem die Leitfahigkeitgegen die Wasserfraktias, aufgetragen ist,
durch einen Wendepunkt mit darauf folgendem steikenstieg innerhalb der gemessenen
Leitfahigkeitswerte. Nach EHTA und BALA kann die Perkolationsschwelle auch mittels Dar-
stellung der ersten Ableitung van(dlog k /dp,,) gegen die Wasserfraktion durch ein Maxi-
mum im Diagramm erkennbar sein [139].

Die Konduktivitat wurde in dieser Arbeit an allerewventwickelten ME-Systemen entlang der
Dilutionsreihen a bis h (vgl. Tabelle 11) getestatf einen Zusatz von Elektrolyten wurde
verzichtet. Damit wurde vermieden, Anderungen inageimverhalten der einzelnen Systeme
herbeizufihren [164]. Die Plantacare enthaltendestesne ME A und D besitzen dartber hin-
aus lonenanteile, die vom Herstellungsprozess éesitie herrihren. In diesem Zusammen-
hang seien die Katalyse bei der Acetalisierungsi@akier enthaltenen Glucose mit den jewei-
ligen Fettalkoholen sowie die Bleiche in Gegenwant Magnesium-lonen erwahnt [86]. Da
die experimentell bestimmte Leitfahigkeibn Plantacare 2000 UP und Plantacare 1200 UP bei
6014 + 86,16:S cm® bzw. 8173,4 + 38,24S cm' lag, wurde die Leitfahigkeit der ME be-
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dingt durch die Veranderung der Plantacare Kona#atren entlang der Dilutionsreihen ver-
falscht. Aus diesem Grund wurde fir ME A und D enoerigierte Leitfahigkeitk,angegeben,
die sich aus dem Quotienten der Konduktivit@éind der enthaltenen Tensidfraktion in %-m/m
zusammensetzte [88]. Die Ergebnisse der Leitfalitiglketersuchungen sind in Abbildung 49
dargestellt. Zudem wurde auch die etwas sensitbarstellungsweise von BHTA und BALA
[139] angewendet und ist in Abbildung 50 zu finden.

ME A zeigte in Abbildung 49 in beiden Dilutionsreiheairke Anzeichen fiir eine Perkolati-
onsschwelle. Es konnte kein starker Anstieg odere@ideutiger Wendepunkt in der Leitfa-
higkeit beobachtet werden. Die Darstellung in Athbilg 50 liel3 jedoch ein Maximum in Rei-
he b erkennen. Da dieses aber nur leicht ausgepeigist ein eindeutiger Ubergang zu einem

bikontinuierlichen System nicht ersichtlich.
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ME B, die in Abbildung 49 zusatzlich im eingelegten @&mm erkennbar ist, wies in Reihe d
zwischen 3,33 % und 6,67 % Wasserkonzentrationnegeringeren Anstieg als zwischen
6,67 % und 10 % auf. Dies konnte fur eine Strukidegiung innerhalb des Systems sprechen.
Unterstitzt wird die Vermutung in der Darstellurey E in Abbildung 50. Dort lie3 sich ein
eindeutiges Maximum bei einem Wasseranteil von &y6arkennen. Nach EHTA und BALA
spricht dies fiur einen Ubergang von isolierten Wasspfchen zu bikontinuierlichen, querver-
netzten Strukturen an der Perkolationsschwelle][13@& Konduktivitdt des ME-Systems be-
wegte sich generell in einem niedrigen Bereich ui®uS cm. Vergleichbare Leitfahig-
keitswerte wurden auch vOroBLOGAR et al. erzielt [164]. I'ME-System C konnten dage-
gen fur beide Dilutionsreihen keine Strukturandgamdurch Messung der Leitfahigkeit er-
kannt werden. Es wurde weder ein stéarkerer Anstie§bbildung 49 noch ein Maximum in
Abbildung 50 identifiziert. Die elektrische Konduktat stieg bei ME C mit erhdhter Wasser-
fraktion im Vergleich zu ME B steiler an. Die Grindafur sind nicht klar. Ein &hnlicher An-
stieg wurde jedoch auch vonLANY et al. [8] und DORDJEVICet al. [56] beobachtet. Die
Ergebnisse vonME-System D wiesen in Dilutionsreine g einen steileren Anstidgr
Konduktivitat nach einer Wasserkonzentration vorf&&uf. Zusatzlich war auch in Abbil-
dung 50 bei der gleichen Wasserkonzentration eixifdiam zu erkennen. An dieser Stelle
scheint somit die Schwelle zur Ausbildung bikoniamlicher Strukturen erreicht worden zu
sein.

Alle untersuchten Systeme wiesen zusammenfassendtenjender Wasserfraktion hohere
Leitfahigkeitswerte auf. Dies spricht fur die Ausling einer kontinuierlichen Wasserphase
im System, die es ermoglicht eine Leitfahigkeit 8gstems zu erzielen. Dadurch kann bei den
ME, die auch zur Untersuchung von Penetrationdprofverwendet wurden, ein hydrophiler
Charakter und die Existenz lipophiler spharischemtikel vermutet werden. Die ME-Systeme
B und D lieRen zuséatzlich einen wahrscheinlichenergang zwischen mono- und
bikontinuierlichen Systemen entlang der Dilutionise® erkennen.

5.5 Dynamische Differenzkalorimetrie

Die Verwendung der dynamischen Differenzkaloringetfin englischdifferential scanning
calorimetry) (DSC) ist dazu geeignet, analog zu den vorangggan Viskositats- und
Konduktivitdtsmessungen, Hinweise auf die kolloed&truktur von ME sowie auf Verande-
rungen entlang verschiedener Dilutionsreihen zuegeBetrachtet wird bei diesen Untersu-
chungen der Zustand des enthaltenen Wassers. Kuthturve reprasentieren d@rof3e und
die Position von exothermen Peaks, die Wasser rdgebwerden konnen, das Einfrieren des
enthaltenen Wassers in der ME. Interagiert das Wasser im Syststark mit den
Emulgatormolekilen innerhalb der ME kommt es zemirEinfrieren bei tieferen Temperatu-
ren im Vergleich zu freiem, nicht gebundenem Wafk#4, 165].

In dieser Arbeit wurden DSC-Untersuchungen an allen Systemen ME A bis D entlang der
in Kapitel 5.1 vorgestellten Dilutionsreihen a bidurchgefiihrt. Betrachtet wurden nur die
Kihlkurven, um Informationen tber die exothermeakBedes Wassers zu erhalten. Aus den
Aufheizkurven ergaben sich keine neuen Hinweise dieeStruktur der Systeme. Anhand der
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exothermen Wasserpeaks der verschiedenen ME inhatbiajeweiligen Dilutionsreihe sollte
beurteilt werden, ob Strukturanderungen von O/\WSyen, die freies Wasser enthalten, zu
bikontinuierlichen ME mit starker gebundenem Wasséolgten. Zur besseren Einschatzung
wurden zusétzlich die lipophile Phase, das Emutggsbem dispergiert in PeG bzw. PrG, so-
wie Wasser untersucht. Die Ergebnisse sind in danldungen 51 — 54 dargestellt.

Ergebnisse der reinen Komponenten

Die Messungen der lipophilen Phase, die in den MBSAC aus Cetiol B und in ME D aus
dem FSG bestand, ergaben keinen Peak fur das F&diiol B zeigte sich ein Maximum
bei -58,1 °C. Bei dieser Temperatur konnte allegglim keinem der untersuchten Systeme ein
Peak beobachtet werden. Der exotherme Peak ded Beti den ME verschiebt sich vermut-
lich zu tieferen Temperaturen. Ein dhnliches Vddmalst bereits von RAF et al. mit IPM
beschrieben worden. Die Autoren fihrten diese &g des Maximums auf Interaktionen
des Ols mit den Emulgatormolekiilen zurtick [79]. Biglkurve des Wassers resultierte in
einem exothermen Peak mit einem Maximum bei -22,5Die Messungen der reinen
Emulgatorsysteme, die in PrG oder PeG dispergatagen, ergaben bei allen vier Systemen
keinen Peak (Abbildung 51 — 54). Die ermitteltend™&urven der ME entlang der Dilutions-
reihen a bis h hingegen zeigten einen exothermak. BBei Betrachtung dieser Kurven wird
deutlich, dass der abnehmende Wassergehalt inbettbalSysteme zu einer Verschiebung des
Peaks zu tieferen Temperaturen fuhrte und entgpd@mit dem Erstarren von unterkthltem
Wasser [164]. Dieses Verhalten ging zuséatzlichaimer Abnahme der Peakflache einher.

Mikroemulsionssystem A

Bei Betrachtung der DSC-Kurven von ME A (Abbildubd) ist ersichtlich, dass bis zu einem
Wassergehalt von 38 % ein eindeutiges exothermesmMian auftrat. Die Systeme mit einem
geringeren Wasseranteil zeigten lediglich leichtevAichungen von der Basislinie und kon-
nen nicht mehr als Peak gewertet werden. Obwohi das Emulgatorgemisch in PeG durch
Plantacare 2000 UP mit seinem etwa 47 %igen Wassdramoch 22,3 % Wasser enthielt,
zeigte sich auch hier kein Peak. Interpretationem RODLOGAR et al. zu folge deuten exo-
therme Peaks, die zu tieferen Temperaturen auftraie Wasser, jedoch eine scharfe Form
aufweisen auf freies, wenig mit der Tensidschiciéragierendes Wasser hin. Kommt es zu
einer starken Bindung des enthaltenen WasserseaKapfgruppen der Emulgatormolekiile,
erscheint dieses in der DSC-Kurve als kleiner, makehr scharf ausgepragter Peak, der bei
Temperaturen unter -30 °C auftritt [164, 165]. MOlgérweise war aber auch hier der Wasser-
anteil so stark gebunden, dass es sich in den MEder Emulgatormischung unon freezing
waterhandelte, das nicht mit DSC detektierbar ist [2&h weiterer Grund konnte der Zusatz
der verschiedenen Diole sein, die zu einer Gefuigkperniedrigung des Wassers fithren kon-
nen [31, 88].

Bei ME A kann entlang der Dilutionsreihen a undavah ausgegangen werden, dass ab einem
Wassergehalt von 48 % in Reihe b freies Wassetientes In Dilutionsreihe a wurde dieses ab
einem Gehalt von 54 % beobachtet. Weniger Wass$etefinnerhalb beider Reihen zu undefi-
nierten flachen Peaks und spricht fir gebundenessé&vaEs konnte dabei zu einer Struktur-
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umwandlung von O/W-ME zu bikontinuierlichen Systemgekommen sein. Cetiol B war,
obwohl es als Reinsubstanz einen Peak bei -58drg@b, in keinem System identifizierbar.
Dies liegt womdglich daran, dass der reine Peak isah an der Grenze des Temperaturmess-
bereichs lag. Da es auch zu Verschiebungen debawaoen Ol-Maximums durch Einbindung
in ME kommen kann [79], wurden Peaks bei tieferemperaturen nicht mehr detektiert.
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Abbildung 51 — DSC-Kiihlkurven von ME A entlang der Dilutionsreihen a und b sowie von Wasser,
Cetiol B und des Emulgatorsystems in PeG.

Mikroemulsionssystem B

Die Ergebnisse von ME B (Abbildung 52) lie3en inneen System entlang der Dilutionsrei-
hen c und d einen scharfen Peak erkennen. Dieggeriwasseranteile waren vermutlich stark
in die Hydratation der Kopfgruppen der Emulgatorekdle einbezogen. Durch diese Interak-
tionen kam es zu keinem eindeutigen exothermen mdaxi. Gleichzeitig fungierte PrG wie
oben erwéhnt als Gefrierschutz. Aufgrund des hdtr&hGehaltes innerhalb des ME-Systems
kam diese Eigenschaft hier vermutlich sehr stark Zuagen.
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Ausnahmen bildeten die Kuhlkurven in Reihe d miteen Wassergehalt von 6,67 % und
3,33 %. Dort zeigte sich jeweils bei sehr tiefermperaturen unter -70 °C ein Maximum.
Vermutlich handelt es sich bei diesen Peaks datebeSysteme jedoch um Cetiol B, das als
reine Substanz bei -58,1 °C ein Maximum aufwieckRéhlisse Uber die Struktur von ME B

sind wegen des hohen dominierenden PrG-Gehaltdeser Stelle also nicht zu treffen.
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Mikroemulsionssystem C

Die Untersuchungen an ME C (Abbildung 53) entlarg @ilutionsreihen e und f resultierten
in beiden Reihen in einem scharfen Peak bis zureiéasseranteil von 40 %, der auf die
Existenz freien Wassers hinweist. Damit ist in dieSystemen freies Wasser vorhanden, was
auf O/W-ME hindeutet. Ab einem Wassergehalt vor#8ag gebundenes Wasser vor, das
sich in flachen Peaks aufRerte. In den DSC-Kuhlkuraé einem Wassergehalt von 10 % oder
weniger war kein Wassermaximum mehr zu sehen.dgseti Systemen kam es vermutlich zu
einem Einfrieren zu tieferen Temperaturen aul3erdakh Messbereichs oder es resultierten
nicht mehr erkennbare kleine Peaks. Cetiol B ertzeugallen ME kein exothermes Maxi-

mum.
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Abbildung 53 — DSC-Kuhlkurven von ME C entlang der Dilutionsreihen e und f sowie von Wasser,
Cetiol B und des Emulgatorsystems in PeG.

Mikroemulsionssystem D

Bei Betrachtung der Kihlkurven von ME D ist zu seh#dass scharfe Peaks bei ME D entlang
Reihe h ab 41 % und entlang Reihe g ab 53 % Wassegktration zu erkennen waren. In den
Systemen mit einer Wasserkonzentration von 20 % eiarflacher Peak zu erkennen. Dies
weist an dieser Stelle auf eine Strukturumwandiumg O/W-ME zu bikontinuierlichen Sys-
temen hin. Ab 10 % Wasser oder weniger war keirfriemren von Wasser mehr ersichtlich.
Auch bei dem Emulgatorsystem mit einem Wassergebali8,2 % bedingt durch Plantacare
1200 UP konnte kein exothermer Peak detektiert @rerdls Grundedafur sind,wie bereits
bei ME A aufgefiihrt, die starke Interaktion deshattenen Wassers mit der Tensidschicht
sowie der Gefrierschutz des enthaltenen Diols zin@e. Das FSG zeigte weder in den Syste-
men noch alleine exotherme Maxima
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dem FSG und des Emulgatorsystems in PeG.

Zusammenfassung der DSC-Ergebnisse

Durch Anwendung der dynamischen Differenzkalorimeekonnte zusammenfassend gezeigt
werden, dass in den ME-Systemen A, C und D innkrtiet verschiedenen Dilutionsreihen bei
hoheren Wasserkonzentrationen freies Wasser eta@stias vermutlich in der &uferen Phase
der ME vorlag. Dies weist auf die Mikrostruktur v@i1W-ME hin, die durch die kolloidale
Verteilung lipophiler Olanteile in eine &uRere hyphile Phase charakterisiert sind. In Syste-
men mit geringem Wassergehalt wurde in den untatencSystemen gebundenes, vermutlich
in die Hydratisierung der Kopfgruppen der Emulgatolekile involviertes, Wasser beobach-
tet. Da in diesen ME zu wenig Wasser zur freient®kmg in die dul3ere Phase vorhanden
war, kam es wahrscheinlich zu einer UmwandlungMig&rostruktur in bikontinuierliche Sys-
teme. ME B zeigte in den DSC-Kurven lediglich getbeimes Wasser. Aufgrund der hohen
dominierenden PrG-Konzentration in den ME konntemd& Schliisse auf die Mikrostruktur

innerhalb beider Reihen gezogen werden.
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5.6 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Die Anwendung der ESR-Spektroskopie, awbdctron paramagnetic resonan¢EPR) ge-
nannt, stellt eine nicht-invasive Methode dar, dliech die Detektion paramagnetischer Sub-
stanzen auf strukturelle und dynamische Gegebarheit Systemen schliel3en lasst. Hierbei
erfolgt die Absorption elektromagnetischer Straglum Mikrowellenbereich durch die
ungepaarten Elektronen der paramagnetischen Venbgssh in Anwesenheit eines magneti-
schen Feldes.

Ohne ein angelegtes Magnetfeld kommt es zur Rotater Elektronenspins um die eigene
Achse und damit zur Verteilung in alle RaumrichtemgWird nun ein externes magnetisches
Feld B, angelegt, kommt es zur Ausrichtung der mit denktd@enspin verbundenen magne-
tischen Momente in Richtung des aul3eren Magneteabdier entgegengesetzt. Diese entspre-
chen zwei verschiedenen Energieniveaus. Die ungepagilektronen kénnen sich dabei ein-
mal in einem angeregten Zustand antiparallel zungrdteld (Magnetquantenzahl JWY2)
oder in einem Grundzustand parallels(M2) ausrichten (Abbildung 55). Durch die Einstrah-
lung elektromagnetischer Energie, die der Differewischen den beiden Spinzustanden ent-
spricht (Resonanzbedingung), kénnen unter Absarption Strahlung Ubergénge zwischen
diesen beiden Zustanden induziert werden. Die déisteitung der detektierten Mikrowellen-
absorption ergibt dann das ESR-Signal. Durchgefiidetden die Messungen meist in der
continuous waw®etriebsart. Dabei wird die Wellenlange der Mikedlgnstrahlung konstant
gehalten und das Magnetfeld kontinuierlich variiBei einem X-Band Spektrometer, das auch
in dieser Arbeit verwendet wurde, liegt die Mikrdigastrahlung bei etwa 9 GHz [101, 137].
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Abbildung 55 — Aufspaltung der Energieniveaus naclknlegen eines homogenen Magnetfelds, Binks)

und die resultierende Aufspaltung des ESR-Signalseb Nitroxylradikalen (rechts).

Aufgrund der Moglichkeit, mittels ESR-Spektroskopieht-invasivein vitro undin vivo Un-
tersuchungen an nicht-transparenten Proben durdmairf, findet sie auch in Medizin und
Pharmazie Einsatz. Da pharmazeutische Formulierunge selten paramagnetische Substan-
zen, die sich durch das Vorhandensein nicht gegraktektronen auszeichnen, enthalten, ist
das Einbringen von Reportermolekilen, sogenannf@ns8nden unerlasslich, um ESR-
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Signale erhalten zu kénnen. Am haufigsten verwengetien zu diesem Zweck stabile organi-
sche Nitroxylradikale. Die ESR-Spektren der Nitroaglikale liegen in Form eines Linientrip-
letts vor (Abbildung 55). Diese Hyperfeinaufspatjuniihrt von der Wechselwirkung des
Elektronenspins des ungepaarten Elektrons mit demspin des’N Stickstoffs her. Da der
Kernspin (Kernspinquantenzahl | = 1) wie auch dek&onenspin gequantelt ist, kann es auf-
grund der Existenz dreier Energieniveaus zu dreickleedenen Ubergangen kommen, die den
drei Hyperfeinlinien im ESR-Spektrum entsprechebl{idung 55). Die ESR-Spektroskopie
erlaubt, unter Verwendung der Spinsonden Aussagenitire Mikroumgebung in Arzneifor-
men zu treffen. Dazu gehdren unter anderem die Ogitkt, Polaritdt sowie der pH-Wert.
Gleichzeitig ist es moglich, auch Liberationspraeezsu verfolgen [137, 183].
Die erste wichtige Information, tUber die das ESRI®umM Auskunft geben kann, ist dk-
roviskositat in der Umgebung der Spinsonde. Diese geht aukidienmbreite und der Signal-
amplitude des Spektrums hervor. Da die ViskositétReweglichkeit der Spinsonde beein-
flusst, kann als Parameter die Rotationskorrelatieitt herangezogen werden. Mit ihrer Hilfe
wird der durchschnittliche Zeitraum beschriebendem sich die Spinsonde um ein rad dreht.
Handelt es sich um ein niedrigviskoses Medium, koramzu einer sehr schnellen Rotation
des Radikals, wobei die magnetische AnisotropieStgnsonde ausgemittelt wird. Die dazu-
gehorigen ESR-Spektren weisen drei Hyperfeinligieicher Breite und gleicher Signalampli-
tude auf. Befindet sich das Reportermolekul in @if@herviskosen Medium, bewegt sich die
Sonde langsamer. Es kommt zu einer VerbreiterumgLoeen und zu einer abnehmenden
Signalamplitude innerhalb der Spektren [102, 18YHieser Arbeit wurden nur isotrope Um-
orientierungen bericksichtigt.
Neben der Mikroviskositat konnen ESR-Messungen audischluss zuMikropolaritat der
Umgebung der Spinsonde geben. Charakterisiert sigdiber die Hyperfeinkopplungskon-
stante g, die die Distanz zwischen den einzelnen LinierSpektrum angibt. In polaren Um-
gebungen befindet sich das ungepaarte ElektrorSpgrsonde bevorzugt am Sauerstoff und
bildet dadurch eine Zwitterionenstruktur (Abbildus@). Es resultieren héhere Abstéande zwi-
schen den Hyperfeinlinien und somit im Gegensatapnlaren Medien, wo es zur bevorzug-
ten Bildung der zweiten mesomeren Grenzform (Ahltyl 56) kommt, zu héheren Hyper-
feinkopplungskonstanten.
RIR R R
| > N

:0:0) :O-

0 (m
Abbildung 56 — Mesomere Grenzformen der Nitroxylgrippe von Nitroxylradikalen
Moéchte man digKonzentration der Spinsonde, die proportional zum ESR-Signalesnit-
teln, ist dies durch Einbringen eines internen &aths moglich [137].
Aufgrund der dynamischen Mikrostruktur von ME is¢ dESR-Spektroskopie zum einen eine
gut geeignete Methode, um nicht-invasive Einblickelie Systeme zu erhalten. Zum anderen
stellt sich die Simulation sowie Interpretation @ehaltenen Spektren als sehr anspruchsvoll
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dar. In der vorliegenden Arbeit wurden deswegen EBERrsuchungen an nur einem ME-

System durchgefihrt. Zum Einsatz kam dazu ME Awkelen drei verschiedene ME dieses
Systems mit unterschiedlicher Emulgatorkonzentnagjetestet. Dies diente dazu, den Einfluss
des Tensidgehaltes auf die Mikrostruktur der MErddkalisation der eingebrachten Repor-

termolekile zu ermitteln. Die genaue Zusammensgtminn Tabelle 14 aufgefihrt. Zur bes-

seren Interpretation der Ergebnisse wurden zusktzlie Einzelkomponenten sowie das in
PeG dispergiert vorliegende Emulgatorsystem untétsiHierbei wurde darauf geachtet, die

gleichen Verhaltnisse der eingesetzten Emulgator&ezug zu PeG wie innerhalb der unter-
suchten ME zu verwenden (vgl. Tabelle 14). Die Magsdes reinen Emulgatorsystems war
aufgrund des festen Aggregatzustands von Ph 90& migglich.

Tabelle 14 — Zusammensetzung der mittels ESR-Spekiskopie untersuchten Systeme (Angaben in % -
m/m).

IPP PeG Ph 90G PI 2000 Wasser
ME A ESR1 5% 10 % 5% 10 % 70 %
ME A ESR2 5% 10 % 8,33 % 16,67 % 60 %
ME A ESR3 7,5 % 10 % 11,67 % 23,33 % 47,5 %
E-System/PeG (1,5:1) 40 % 20 % 40 %
E-System/PeG (2,5:1) 28,6 % 23,8 % 47,6 %
E-System/PeG (3,5:1) 22,22 % 25,93 % 51,85 %

In die ausgewéhlten Systeme wurden jeweils drescleedene Spinsonden (TEMPO, HD-PMI
und 16-DSA) eingebracht. Diese Vorgehensweise beasén Vorteil, Molekile unterschiedli-
cher physikochemischer Eigenschaften auf inre Unmgghm System untersuchen zu kénnen
und damit in groRerem Mal3e auf die Mikrostruktus 8gstems sowie das Verhalten verschie-
dener inkorporierbarer Arzneistoffe Ruckschliss#fén zu kdnnen. Die Ergebnisse der erhal-
tenen Hyperfeinkopplungskonstanten sowie Rotatiomskationszeiten der untersuchten ME
und ihren Reinkomponenten sind in Abbildung 60 Abthildung 61 dargestelit.

Die Spinsonde TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidioxyl) (Abbildung 57) besitzt eine
Molmasse von 156,2 g mblMit einem Verteilungskoeffizienten von 63, wasem log P von
1,8 entspricht, handelt es sich um ein leicht Ilplgs Molekdl [118].

Lk

|
o-

Abbildung 57 — Strukturformel von TEMPO

HD-PMI (2-Heptadecyl-2,3,4,5,5-pentamethylimidadoie-1-oxyl) ist mit seiner Molmasse
von 395,5 g mot mehr als doppelt so schwer wie TEMPO. Auch derRogler nach BBE
grol3er 6 sein muss [183], unterscheidet sich stankTEMPO. HD-PMI ist folglich ein stark
lipophiles Molekul.
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Abbildung 58 — Strukturformel von HD-PMI

16-DSA (16-Doxylstearinsaure) (Abbildung 59) bes#nafgrund ihrer hydrophilen Kopfgrup-
pe (-COOH) und ihrem lipophilen Rest @Ceinen amphiphilen Charakter. Bringt man sie in
mizellare Systeme ein, kommt es zur Einlagerung dsportermolekils in die
emulgatorreichen Grenzschichten [19]. Die Molmade®t bei dieser Spinsonde bei
384,6 g mol. Der Verteilungskoeffizient bewegt sich mit einésg P von 4,49 zwischen der
Lipophilie von TEMPO und HD-PMI [46].

>
Me N Et
Me: f(CHZ)M—COZH
Abbildung 59 — Strukturformel von 16-DSA

Bei Betrachtung der durch Simulation der ESR-Sgekarmittelten Hyperfeinkopplungskon-
stanten und Rotationskorrelationszeiten wird deltldass alle drei untersuchten ME Gemein-
samkeiten zeigten. Bei Inkorporierung jeder Spidsowiesen die Systeme zwei verschiedene
Spezies (Abbildung 60 und Abbildung 61) auf. Diesléutet, dass die Spinsonden innerhalb
der ME jeweils in zwei verschiedenen Umgebungeneuenorlagen. Ein Verteilungsraum
wird dabei als Spezies bezeichnet. Die Ergebnissseh darauf schlieRen, dass es sich um
Systeme mit unterschiedlichen Phasen handelteamd der Definition von ME entsprechen.

17,5 ~
17 A

16,5 A
16 -
15,5 +
15 ~
14,5 ~
14 A

Hyperfeinkopplungskonstante / G

B TEMPO BHD-PMI B 16-DSA]

Abbildung 60 — Hyperfeinkopplungskonstanten der Spisonden TEMPO, HD-PMI und 16-DSA in
verschiedenen Medien (Sp 1 = Spezies 1, Sp 2 = $pe2) (Die Messung von HD-PMI in Wasser war
aus Grinden der Léslichkeit nicht méglich).
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Abbildung 61 — Rotationskorrelationszeiten der Spisonden TEMPO, HD-PMI und 16-DSA in ver-
schiedenen Medien (Sp 1 = Spezies 1, Sp 2 = Spe2jefDie Messung von HD-PMI in Wasser war aus
Griinden der Léslichkeit nicht méglich).

Die Messungen der verschiedenen ME A ESR 1 big&ben fir die eingesetzten Spinsonden
keine starken Veranderungen ihrer and dert (Abbildung 60 und Abbildung 61). Die
Emulgatorkonzentration in den ausgewahlten ME radtait keinen Einfluss auf den Aufent-
haltsort der unterschiedlichen Spinsonden.

Neben den Gemeinsamkeiten der ausgewahlten MEfBgstegaben sich jedoch Unterschiede
im Verhalten der verschiedenen Spinsonden TEMPOPND und 16-DSA. Die vermuteten
Lokalisationen der drei Sonden innerhalb der Systeserden im Folgenden néher betrachtet:

Aufenthaltsort von TEMPO

Bei Betrachtung der ermittelten Hyperfeinkopplurgsstanten (@ fur TEMPO in den reinen
Komponenten wird deutlich, dass es bei steigendirigat der gemessenen Substanzen eben-
falls zu einem Anstieg deg&am. Wahrend das polarste Medium Wasser gin®ma 17,03 G
ergab, konnte das lipophilste Medium IPP nur 1%523reichen. Deutlich wird der korrespon-
dierende Anstieg denamit erhdhter Polaritat besonders in der Darstgllder verschiedenen
Wasser/PeG Mischungen. Da reines PeG eine unpelbmagebung als Wasser darstellt, er-
hohte sich mit steigendem Wassergehalt in der Misglgleichzeitig diea Die untersuchten
Emulgatorgemische ergaben jeweils zwei Spezies. hMan davon ausgehen, dass eine Spezi-
es das Emulgatorsystem reprasentiert und sich glies@&de im zweiten Verteilungsraum in
PeG befindet. Vergleicht man nun die Hyperfeinkapgkkonstanten aller drei ME mit den
Werten der einzelnen Komponenten lasst sich vemuatass sich die Spinsonde mit Werten
von 15,8 G bis 16,15 G in einer deutlich polaredamgebung als der lipophilen Phase IPP
einlagerte. Die Verteilung von TEMPO in die reinipliase innerhalb der ME war somit nicht
gegeben. Der Vergleich der avon Wasser und den Wasser/PeG Mischungen (16,41 G,
16,65 G und 16,89 G) mit den niedrigeren WertenMErzeigte jedoch, dass sich das Repor-
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termolekul auch nicht in einer wasserreichen Umggbaufhalten konnte. Aufgrund der Ei-
genschaft kurzkettiger Alkohole, Bulkeffekte audzeni, die Einfluss auf die Polaritdt von
Kompartimenten nehmen kdnnen, ist es wahrschejndiabs sich PeG innerhalb der ME nicht
nur in die wassrige Phase verteilte, sondern auidchivingen mit IPP bildete. Dig &iner
solchen Mischung miisste dann niedriger als dieR@@, aber hoher als die von IPP und da-
durch im Bereich der gemessenen Werte der ME lieDamit konnte sich TEMPO laut der
Hyperfeinkopplungskonstanten in eine IPP- und PeiGhe Phase einlagern. Die Spinsonde
befand sich damit wahrscheinlich innerhalb der didilen Phase. Als zweite Moglichkeit
konnte es beim Vergleich der Systeme mit den jegexil Emulgator/PeG-Mischungen zur
Einlagerung in die Grenzschicht zwischen den Entatgaolekilen mit einem zusatzlichen
Anteil an PeG gekommen sein. Beide Spezies alerME ergaben ahnliche Werte fir die a
Ein Unterschied in der Mikropolaritét ist in beid8pezies damit nicht zu erkennen.

Bezieht man allerdings die Rotationskorrelatiortezeder ME in die Vermutungen mit ein,
zeigen sich Unterschiede in der Beweglichkeit be®fgezies. Spezies 1 war bei allen drei ME
beweglicher als Spezies 2. Dieses spiegelte siemgr kleinerenr wider. Vergleicht man die
Werte von Spezies 1 der ME-Systeme (0,167 ns, 8%3ind 0,06 ns) mit den Daten der rei-
nen Komponenten, war eine Lokalisation der Spineanceiner PeG-reichen Umgebung mog-
lich, da PeG mit einer Rotationskorrelationszemn 9087 ns den Werten der ME am nachsten
kam. Dies stitzt die Vermutung, dass sich TEMP®@ime Mischung aus IPP und PeG verteil-
te. Die hdheren Werte im Vergleich zu IPP (0,007ursl reinem PeG sind damit erklarbar,
dass es sich bei dieser Mischung um eine innersePandeln muss, deren Begrenzung durch
die Emulgatorschicht die Beweglichkeit des Repart#ekils behindert. Die zweite Spezies
ist mit Blick auf die hoher in ihrer Beweglichkeit eindeutig behindert. Veigle man die
Zeiten mit den Daten der reinen Komponenten lasgesich mit denen des Emulgatorsystems
(1,665 ns, 1,08 ns und 0,114 ns) vereinbaren. TENErte sich, wie schon nach Ermittlung
der @ vermutet, zwischen die Tensidmolekile ein, wodusdh seine Beweglichkeit ein-
schréankte.

Aufenthaltsort von HD-PMI

Die Messung der Einzelkomponenten ergab fur HD-B&H gleichen Trend wie fir TEMPO.
Mit steigender Polaritdt der untersuchten Substrbhte sich die \a Die Messung der
Spinsonde in Wasser war nicht durchfuhrbar, daldibHPMI nicht |6ste und kein ESR-Signal
erzeugt werden konnte. Die Emulgatorgemische zeigiech beim Einbringen dieser
Spinsonde zwei Spezies. Dies spricht, wie schon ebe&éhnt, fir eine Verteilung des Repor-
termoleklls zwischen die Tensidschichten und in.H&& Betrachtung der ermittelteq der
ME mit den Daten der reinen Komponenten wird etfdh dass sich das im Vergleich zu
TEMPO unpolarere HDPMI in Spezies 1 der ME-SystéxneSR 1 bis 3 (13,92 G, 13,73 G
und 13,92 G) in der unpolaren Phase IPP (13,74e@nid. Auch hier konnte es sich um eine
Mischung mit PeG (14,24 G) handeln, da dergkeane grofRen Differenzen aufwiesen. Ange-
sichts dert wurde jedoch deutlich, dass sich das Reportermiblek Verteilungsraum 1 in
nahezu 100 % IPP mit seiner Rotationskorrelatiahspa 0,129 ns befinden musste, da HD-
PMI in PeG mit einerr von 1,784 ns eine hohe Unbeweglichkeit zeigte.Gegensatz zu
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TEMPO schien sich HD-PMI in Spezies 1 im Inneren ulepolaren kolloidalen Phase ohne
Beteiligung von PeG zu befinden.

Die zweite Spezies innerhalb der ME A ESR 1 bigfahd sich im Hinblick auf die Mikropo-
laritat (14,52 G, 14,64 G und 14,61 G) und Mikr&asitat (1,484 ns, 1,281 ns und 1,301 ns)
wahrscheinlich auch hier in der Grenzschicht, wolduseine Beweglichkeit eingeschrankt
war. Da jedoch auch in reinem PeG eine hoaeftrat, spricht die zweite Spezies auch fur eine
Interaktion mit PeG-Molekulen, die sich womaglichihrer Eigenschaft als Co-Solvens auch
in die Tensidschicht eingliederten.

Aufenthaltsort von 16-DSA

Die Untersuchungen mit der Spinsondel6-DSA ergde@me neue Lokalisation des Repor-
termolekuls in der ME im Vergleich zu den anderemdbn Spinsonden TEMPO und HD-PMI.
In Spezies 1 zeigte sich das gleiche Verhalteniwiersten Verteilungsraum von HD-PMI. Es
schien, zu einer Lokalisation der Spinsonde in uli@olare Phase IPP mit seingr on
13,94 G und seiner von 0,13 ns zu kommen. Dieses wurde durch die i&imuasergebnisse
der g (14,27 G, 14,3 G und 14,27 G) und d€0,15 ns, 0,231 ns und 0,158 ns) der verschie-
denen ME A ESR 1 bis 3 ersichtlich.

Die zweite Spezies glich dem Verhalten von TEMP@ HbD-PMI. Die Spinsonde zeigte mit
Rotationskorrelationszeiten von 0,739 ns, 0,874md 0,729 ns eine hohe Unbeweglichkeit,
die dert der reinen Emulgatorphase (E-System/PeG 1,5 -1)3(9,811 ns, 1,454 ns und
0,938 ns) glich. Es kam somit auch hier wieder ingrelnteraktion des Reportermolekuls mit
der emulgatorreichen Grenzschicht, in denen veramutusatzlich PeG enthalten war.

Zusammenfassung der ESR-Ergebnisse

Die Untersuchungen verschiedener Spinsonden iradsgewéhlten ME A ESR 1 bis 3 liel3en
den Trend erkennen, dass die Reportermolekiletmgendem log P-Wert weniger mit dem
polaren Co-Solvens PeG (log P -0,28 [194]) intesdgh, sondern sich bevorzugt in die
unpolarere Phase IPP (log P 8,5 [194]) verteillarentuelle Bulkeffekte von PeG schienen, in
Bezug auf IPP eher in der Nahe der Tensid/Co-Te@s@hzschicht eine Rolle zu spielen. Zu
starken Interaktionen der Spinsonden kam es aufdemiedem enthaltenen Emulgatorsystem.
Alle Spinsonden reicherten sich in die emulgatetren Domé&nen der Grenzschicht innerhalb
der ME an. Dies konnte Hinweise auf die Realisigraier guten Solubilisierungskapazitat
innerhalb von ME geben. Jedoch konnte die Vertgildar Spinsonden durch Variation des
Emulgatoranteils nicht beeinflusst werden. In derdébung des in den ME enthaltenen Was-
sers konnte keine Spinsonde vorgefunden werdenSpiesonden waren zu unpolar, um mit
Wasser oder Wasser/PeG Mischungen in Interaktionezan. In Bezug auf einsetzbare Arz-
neistoffe zeigen die Ergebnisse, dass unterschiedphysikochemische Eigenschaften, insbe-
sondere die Lipophilie von Stoffen, deren Aufeni$ait innerhalb einer ME beeinflussen
kénnen. Dieses deutet damit wiederum auf ein Systéinunterschiedlichen Bereichen bzw.
Phasen hin.
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5.7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Zur Veranschaulichung der Mikrostruktur in ME-Systm ist es moglich, diese mittels Elek-
tronenmikroskopie zu untersuchen. Es lassen siclbeidaUnterschiede zwischen
tropfchenartigen und bikontinuierlichen Phasen #eini [99]. Bereits SHULMAN et al. und
spater auch RNCE untersuchten Mikroemulsionen mittels Elektroneniskiopie [166, 193].
Die Probenpréparation der zu untersuchenden Systtetiebei dieser Methode eine Heraus-
forderung dar, da es haufig zu einem Uberzug deé®mit Eisflachen bzw. Eiskristallen und
der damit verbundenen Messung von Artefakten komkagm [8]. Um dieses zu verhindern
sind hohe Gefrierraten und eine begrenzte Anzahl Komponenten im eingesetzten ME-
System erforderlich [99]. Zur Vermeidung von Fetdipretationen der elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen, sollten zusatzlich weitere Charaierungsmethoden angewandt werden.
In dieser Arbeit wurde die Gefrierbruch-Transmiasselektronenmikroskopie (FF-TEM)
durchgefiihrt. Nach dem Einfrieren der ME erfolgte Aufbrechen und Atzen im Vakuum.
Bei der FF-TEM Methode wird durch Bedampfung matil und Kohle im schragen Winkel
ein Abdruck erstellt, wodurch im TEM nicht die e@igprene Probe selbst betrachtet wird
[105]. Die Untersuchungen mit Hilfe der Elektronekraoskopie wurden aufgrund des hohen
Probenpraparationsaufwandes beispielhaft an ME rahdyefihrt. Es wurden Aufnahmen der
schon in Kapitel 5.6 aufgefiihrten ME A ESR2 erst@®urch Anwendung der Elektronmikro-
skopie sollte die bereits aus den vorangegangemeardlichungen (vgl. Kapitel 5.3 bis 5.6)
vermutete Existenz sphérischer Partikel in ME-Syste mit O/W-Charakter visualisiert wer-
den. Um eine bessere Abgrenzung zwischen Artefakteintatsdchlichen Struktureigenschaf-
ten der ME zu erhalten, wurde zusétzlich das geelgystem ohne Wasserphase untersucht. Im
Gegensatz zum ME-System sind in dieser Komponensehomg keine sphérischen Partikel
zu erwarten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6& Abbildung 63 dargestellt.

Abbildung 62 — FF-TEM Aufnahme der Komponentenmisclung von ME A ESR 2 ohne Wasser

Die FF-TEM Aufnahmen der beiden untersuchten Systengaben fir das Komponentenge-
misch ohne Wasser keine Struktur. Die Aufnahmeteegr eine glatte Oberflache. Durch die
Abwesenheit von Wasser konnte innerhalb des Syskems Mikrostruktur ausgebildet wer-

den. Andererseits konnte hier durch die hohere i@ésazentration im System der gefrier-
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schitzende Effekt von PeG stéarker zum Tragen gelamsein, wodurch sich beim Aufbre-
chen der eingefrorenen Probe keine starken Konauwehildeten (Abbildung 62).

T @i
Abbildung 63 — FF-TEM Aufnahme von ME A ESR 2
Die FF-TEM Aufnahme der ME A ESR2 liel3 hingegeneeleichte tropfchenartige Struktur
erkennen. Abschatzen lasst sich die Grol3e diegpfctrenartig verteilten Phase auf Werte
zwischen 12 nm und 35 nm (Abbildung 63). Vergleeteb TEM-Aufnahmen von O/W-ME
wurden bereits vonTREY sowie von AHN publiziert [98, 210]. Im Vergleich zu Abbildung
62 sind damit eindeutige Unterschiede in der O&eliénstruktur erkennbar.
Aufgrund der oben beschriebenen Problematik, deef&ktmessung und der nur schwach
erkennbaren Tropfchenstruktur, ist die Interpretatier visualisierten Struktur als spharische
Partikel allerdings nicht eindeutig moglich.

5.8 Dynamische Lichtstreuung

Um Einblicke in die Grol3e der kolloidalen Phaseenmalb von ME zu gewinnen, ist in der
Literatur haufig der Einsatz von Lichtstreuungsabrén beschrieben [2, 18, 188, 197]. In die-
ser Arbeit wurde die Dynamische Lichtstreuung (DL&B)gewandt. Da mittels DLS der
Ubrgang von sphérischen Partikeln zu bikontinuséein Phasen innerhalb einer Dilutionsreihe
nicht messbar ist, wurden hierbei nicht die in Kelpb.1 vorgestellten ME entlang der Diluti-
onsreihen a bis h untersucht. Der Fokus wurde @akimauf die O/W-Systeme ME TCL A bis
C und ME LSR gelegt, die bereits fir die Penetratimtersuchungen verwendet wurden.

DLS beruht auf der Detektion zeitabhangiger Inteétsiluktuationen von an Partikeln ge-
streutem Laserlicht. Die Fluktuationen werden ven BROWNschen Molekularbewegung
der kolloidalen Partikel, dispergiert in der koniierlichen Phase, der ME hervorgerufen.
Die Ermittlung der Teilchengrdl3e erfolgt tiber diesBmmung des scheinbaren Diffusi-
onskoeffizienten aus einer Autokorrelationsfunktidimter Annahme des Vorliegens har-
ter, kugelférmiger Teilchen wird dieser in den wahmwechselwirkungsfreien Diffusions-
koeffizienten @ umgerechnet. Mit Hilfe der I®KES-EINSTEIN-Gleichung kann aus D
schlie3lich der hydrodynamische Radiysierechnet werden [197].

Die ermittelten Radien der vier unterschiedliche-Bysteme sind in Tabelle 15 aufgefthrt.
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Tabelle 15 — Hydrodynamische Radien der untersuchteME (Messung bei 13 unterschiedlichen Win-
keln, X + SD).

Mikroemulsion Hydrodynamischer Radius R, [nm]
ME TCL A 3,82+£0,25

ME TCL B 10,77 £ 0,61

ME TCL C 8,20 + 0,48

ME LSR 2,87 £0,19

Die Ergebnisse zeigen, dass sich zwischen denrBgateeutliche Unterschiede in der GroRRe
der kolloidal verteilten Phase ergaben. Die befggstemeVE TCL B undME TCL C resul-
tierten in &hnlichen Radien, die auch mit in deetatur zu findenden Daten fur O/W-ME ver-
gleichbarer Zusammensetzung vereinbar sind [148, 197]. Fur die System®E TCL A

und ME LSR wurden im Vergleich zu ME TCL B und C kleinere pféhengrol3en ermittelt.
Obwohl alle Systeme O/W-Charakter besaf3en, schidieenestlichen Bestandteile, womdg-
lich insbesondere die Wahl der Tenside, EinflugsdeiGro3e der inneren Phase zu nehmen.
Fir ME LSR wurde der kleinste Radius gemessen. Diesle vermutlich durch die lipophile
Phase in diesem System hervorgerufen, die nur ekméeil von 2 % hatte. Es stand somit
nicht viel FSG zur Solubilisierung der Tenside zerfilgung, wodurch es zu keiner grof3en
Ausdehnung der Tensidmizellen kam. Wie bereitseinldteratur demonstriert, hat die Olkon-
zentration Einfluss auf die TropfchengroRe in MEstSynen [188, 198]. Aus diesem Grund ist
bei hbheren Fettsduregemischkonzentrationen anehZeinahme desyRu erwarten.

ME TCL A und ME LSR lagen bezlglich der GréR3e inketloidalen Phase an der unteren
Grenze laut der Definition von ME (vgl. Kapitel 2L3 Einfluss auf diese kleine Gro3e der
kolloidalen Phase kdnnten womaoglich die in beided &hthaltenen APG nehmen. Radien in
der gleichen GréRenordnung sind in der Literatueit® mit Zuckerestern beschrieben worden
[63, 73]. Die Grunde dafur sind allerdings nochhhiaufgeklart. Vermutet werden Interaktio-
nen zwischen den Mizellen, wie z.B. eine Interpeiein der Zuckerestermolekdle in benach-
barte Mizellen [63]. Allerdings wurden auch von areh Gruppen fur ME-Systeme ohne Zu-
ckerester derart kleine,Rrmittelt [85, 158, 212], wodurch deutlich wirdagss die Abgrenzung
zwischen solubilisierten mizellaren Systemen und mittht vollig eindeutig ist [17, 148]. Die
Messung der mizellaren Losungen zum Vergleich weintrmoglich, da keine vollig klaren
Losungen erhalten wurden.

Die Ergebnisse der DLS weisen zusammenfassendirsifMikrostruktur mit kugelférmigen
Domanen hin, die nachHBKLA et al. neben der reinen lipophilen Phase auchggbendene
Schicht an Tensidmolekilen enthalten dirfte [194.es sich bei ME um Systeme mit stark
fluktuierenden Strukturen handelt, ist es mittelsSDnur mdglich, Durchschnittswerte zu er-
mitteln, denn die reale Teilchengrof3e der kollodiapergierten Phase unterliegt einem stan-
digen Auf- und Abbau.
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5.9 HET CAM-Untersuchungen

Um unterin vivo Bedingungen Abschatzungen uber die Gewebetoxwd&tSubstanzen fur
Haut bzw. Schleimhaut treffen zu kénnen, kommt igadfe Hen's Egg Test (HET)-Chorio
Allantois Membran (CAM)-Methode zur Anwendung. Eantelt sich hierbei um eine schnell
durchfuhrbare und empfindlicha vivo Methode, die zudem noch mit wenigen Kosten ver-
bunden ist. Da die Membran ca. 8 - 10 Tage naclBd&uchtung verwendet wird, besitzt sie
zwar ein funktionstiichtiges GefalRsystem, aber hedate Nervenzellen, weshalb an schmerz-
freier Materie gearbeitet wird [115]. Das HET CAMebkell ist als Alternative zum Tierver-
such (DRAIZE-Test) international etabliert und akzeptiert uiedert gleichwertige Ergebnisse.
Irritative Erscheinungen zeigen sich in einer Vegmng des Gefal3systems sowie der Durch-
blutung der stark vaskulierten CAM nachOAWLRAB in einer Erh6hung der Gefal3perfusion
[227]. Zur Einschétzung der Perfusion insgesamd war Laser-Doppler-Flux (LDF) mit Hilfe
der Laser-Doppler-Fluxmetrie in definierten Zeiéntallen bis ca. 30 min nach Applikation
bestimmt. Treten Irritationserscheinungen auf, karemzu einer Erhéhung der Perfusion und
dadurch ebenfalls des Laser-Doppler-Flux (LDF).

Zur besseren Vergleichbarkeit und zur Korrektur fAamfusionsdifferenzen durch Unterschie-
de im GefaRdurchmesser, Blutdruck oder/und Gefébdnard jeweils ein Index (LDF-Index)
berechnet, der den Messwert zum Zeitpunkt x ind&lanis zum Baseline-Wert vor Applika-
tion der Testformulierung setzt. Dabei werden derddes LDF unmittelbar vor Applikation
der Testsubstanz (LRFund der Wert des LDF nach Applikation der Testsabz (LDE) ins
Verhéltnis gesetzt.

Um irritative Potentiale der entwickelten ME audsfben zu kénnen, wurden alle Systeme
(ME TCL A bis C und ME LSR) untersucht, die zur tetking der Penetrationsprofile einge-
setzt wurden. Auf die Einarbeitung von TCL wurdezuehtet, da nur das irritative Potential
der reinen Formulierung untersucht werden sollte. B5G zur Bildung der Mikroemulsion
essentiell war, musste diese aktive KomponenteEn/8R eingearbeitet werden. Hierbei kam
es jedoch zur Testung verschiedener Fettsauredekoiszentrationen im System bei gleich
bleibendem Emulgatorgehalt. Die Auswertung des libdex fir alle vier ME ist in Abbil-
dung 64 Uber einen Zeitraum von 25,2 min dargeésietbei der zur Zeit t = O dargestellte
Wert die Referenz vor Applikation der ME représeriti

Fiar ME TCL A ergab sich eine geringe Perfusionsminderung unidekeindeutige
Fluxsteigerung, die fur ein relevantes irritatiiestential sprechen kénnte. DME TCL B
und ME TCL C undME LSR verhielten sich ahnlich und zeigten ebenfalls &dthnweise
auf einen irritativen oder vasoaktiven EffekLLANY et al. berichteten im Zusammenhang mit
der Applikation reiner Diole von einem irritativédtotential ab einer Kettenlange vos [C].

Da in drei der vier untersuchten Systeme PeG zunsdEi kam, wurde zusatzlich eine
PeG/Wasser Mischung im Verhdltnis 1:4 (V/V) untefgu um die Konzentration innerhalb
des ME-Systems zu erzielen (Abbildung 64). Es ergabsich keine deutlichen
Fluxsteigerungen, wodurch ein irritatives Potentiat ME, hervorgerufen durch den Einsatz
des Diols in der getesteten Konzentration, ausdgesstn werden kann.
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Abbildung 64 — Laser Doppler Flux-Index der ME TCL A bis C und LSR und PeG/HO (1:4)
(PeG/Wasser Mischung (1:4) (V/V)) nach Applikationm HET CAM Modell (n =12, X + SD).

Da ME LSR bereits die aktive Komponente enthalt, wurdenclgesiene Systeme mit unter-
schiedlicher Fettsduregemischkonzentration gesighe Tabelle 16), um deren Einfluss auf
das irritative Potential der ME zu untersuchen. @aesteten Systeme sind in Tabelle 16 auf-
gefuhrt. ME LSR HC3 entspricht ME LSR und wurde Besstatigung der Ergebnisse in dieser
Konzentrationsreihe erneut untersucht.

Tabelle 16 — HET CAM untersuchte ME-Systeme D (Andaen in % - m/m)

FSG PeG PI 1200 TCG 90 Wasser
ME LSR HC1 0,50 % 20 % 15% 5% 59,50 %
MELSRHC2 1% 20 % 15% 5% 59 %
ME LSRHC3 2% 20% 15% 5% 58 %
ME LSRHC4 5% 20% 15% 5% 55 %

Hierbei wurde neben der Betrachtung des LDF-Indeg eisuelle Bewertung vorgenommen.
Die Lyse sowie das Transparentwerden von GefaReoh n& min wurden als
Membranverfarbung (MD) gewertet, wobei drei Kategior(leicht, mittel und schwer) unter-
schieden wurden. Vereinzelte transparente Kapiioianitte wurden als leichte, die Transpa-
renz von ganzen Kapillaren als mittlere und dagrétén von Lysen als schwere MD bewer-
tet. Die Hamorrhagie (HR) wurde entsprechend desmfdes von Erythrozytenextravasaten
ebenfalls nach einer Applikationszeit von 5 mindrei Kategorien halbquantitativ beurteilt.
Einzelne Kapillarblutungen bei morphologisch inekKapillaren wurden als leichte, multiple
Kapillarblutungen bei morphologisch intakten Kagm#én als mittlere und morphologisch ge-
schadigte Kapillaren mit Kapillarblutung oder Massieitung als schwere HR eingestuft. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 65 und Tabelle 17 estgjlt. Sie weisen auf, dass sich fur ME
LSR HC1 bis 3 keine Perfusionsminderung oder Faigstung ergaben. Auch die visuelle
Bewertung brachte keine Indizien fur ein irritagvBotential der Formulierungen. ME LSR
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HC4 mit einer FSG-Konzentration von 5 % hingegesultéerte genau wie die Testung des
reinen FSG in einer eindeutigen Fluxsteigerung. PAde visuelle Bewertung zeigte eine

leichte Hamorrhagie bei 75 % der untersuchten Blembranverfarbungen konnten bei allen
untersuchten Eiern festgestellt werden, wobei b&igbgar das Auftreten von Lysen beobach-
tet werden konnte.

Tabelle 17 — Visueller Bewertung der getesteten MBysteme D (HR = Hamorrhagie, MD =
Membranverfarbung) (n = 12).

Vital HR MD
leicht mittel schwer leicht mittel schwer
ME LSRHC1 12 0 0 0 0 0 0
ME LSRHC2 12 0 0 0 2 0 0
ME LSRHC3 12 0 0 0 3 0 0
ME LSRHC4 12 9 0 0 6 3 3
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Abbildung 65 — Laser Doppler Flux-Index der ME LSRHC1 bis 4 und FSG nach Applikation im HET
CAM Modell (n =12, X + SD).

Die Zubereitungen ME TCL A, B, C und LSR sowie M& LSR HC1 bis 3 konnten als haut-
vertraglich im Sinne des Testes gelten. Das gleEtgebnis ergab sich fur die Mischung
PeG/Wasser 1:4. Ab einer Konzentration von 5 % R36s das ME-System LSR HC4 ge-
nauso wie die Applikation des reinen FSG als itikitazw. toxisch bewertet werden.

5.10 Zusammenfassung der physikochemischen Charakigerung

Die Untersuchungen zur Charakterisierung der vezdelmen entwickelten Systeme konnten
bei allen vier ME A bis D den Charakter von Mikragsionen aufzeigen. Durch Erstellung
von Phasendiagrammen wurden bei allen vier ME ADbisotrope Phasengebiete identifiziert.
Die Ergebnisse der Viskositatsuntersuchungen iedelt fir alle getesteten ME in idealvis-
kosem FlieRBverhalten mit niedriger Viskositat. FIE C konnte zusatzlich ein moglicher
Ubergang von ME mit spharischen Partikeln zu bikanérlichen Systemen innerhalb einer
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Dilutionsreihe beobachtet werden. Den Konduktigtdssungen zufolge konnten fur ME B
und ME C und den DSC-Untersuchungen zufolge fur MBME C und ME D sowohl O/W-
Systeme sowie auch bikontinuierliche ME ermittelt erden. ESR  sowie
eletronenmikroskopische Aufnahmen veranschaulichtesétzlich fir ME A eine Mikrostruk-
tur, in der lipophile Phasen separiert durch entalgaiche Grenzschichten in einer monokon-
tinuierlichen hydrophilen Phase existierten undteteinsbesondere bei niedrigen Olkonzentra-
tionen auf das Vorhandensein kugelformiger koll@ddropfchen hin. Die Gro3e der kolloi-
dalen Phase wurde fur die O/W-ME TCL A bis C und MBSR anhand von DLS-
Experimenten bestimmt. Die hydrodynamischen Radesultierten mit Werten zwischen
2,87 nm — 10,77 nm in unterschiedlichen Grol3erkdoidalen Phase. Dies ist vermutlich auf
die unterschiedliche Zusammensetzung der einzéfterzuriickzufiihren. Zusatzlich zeigten
alle vier zur Penetration eingesetzten ME TCL A®iand ME LSR eine gute Vertraglichkeit
im Sinne des HET CAM-Modells.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklurgrrdatologisch gut vertraglicher Mikro-
emulsionen zur Inkorporierung grofmolekularer, pipder Substanzen am Beispiel des Arz-
neistoffs TCL sowie der ungesattigten Fettsaure .LB&ch den Einsatz dieser kolloidalen
Carrier sollte eine verbesserte lokale Bioverfugbarund damit einer Realisierung bzw. Ver-
starkung der therapeutischen Effekte von TCL unB e®&ielt werden.

Die Charakterisierung der entwickelten Systeme lerfga alle Mikroemulsionen keine Hin-
weise auf ein irritatives Potential, wodurch idedt@aussetzungen fiur die topische Applikati-
on zur Therapie von Hauterkrankungen gegeben Biesl Weiteren konnten eindeutig isotrope
ME-Systeme identifiziert werden, die eine tropfcastige, kolloidale Phase oder aber
bikontinuierlichen Charakter besal3en. Die ermét@hikrostruktur der Systeme wies insbe-
sondere bei niedrigen Olkonzentrationen auf dashafwdensein lipophiler Domanen separiert
durch emulgatorreiche Grenzschichten in einer monbikuierlichen hydrophilen Phase hin
und spricht damit fur die Existenz kugelférmigeharischer Partikel.

Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von Tacrolinus

Es ist gelungen, geeignete ME zur dermalen Anwegiédls Vehikel fir den Immunmodulator
TCL zu entwickeln.

Neben der physikochemischen Charakterisierung desefstoffs zur besseren Einschéatzung
dessen Penetrationseigenschaften, konnte ebedillStabilitat von TCL in den drei entwi-
ckelten ME gezeigt werden. Hierbei erwies sichrdllegs ME TCL A als das vorteilhafteste
System, da hier die langste Wirkstoffstabilitatdestellt werden konnte.

Die Penetrationsuntersuchungenvivoergaben fir alle drei getesteten Systeme einesiehn
Penetration in die tiefen Hautschichten. Dabei Brdas Penetrationsverhalten von ME TCL
A dem von ME TCL C. Besonders nach den Versuchz&@min und 300 min konnten hohe
Anteile von TCL im Zielkompartiment Dermis mit seim Lymphozyten festgestellt werden.
ME TCL B wies leichte Unterschiede im Penetrati@rtalten von TCL im Vergleich zu den
beiden anderen ME-Systemen auf. Diese ME erzi@tengere Wirkstoffkonzentrationen in
der Haut, aber die hochsten Anteile des Arzneistoff Akzeptorkompartiment im Vergleich
zu den beiden anderen Systemen. Dies lag vermulicter etwas hoheren thermodynami-
schen Aktivitat von TCL in ME TCL B. Damit ist eindodulation der Penetrationsprofile
durch die Verwendung verschiedener Inhaltsstofidein Mikroemulsionssystemen maglich.
Im Vergleich der drei ME zum Standardvehikel Prat8gxonnte von allen ME eine schnelle
und signifikant gréRere Penetration von TCL indiefautschichten im Vergleich zu Protdpic
erreicht werden. Bereits nach 30 min war eine 4l&agroRere Menge an TCL im Vergleich
zu Protopi€ bioverfiigbar. Mit steigender Versuchszeit erhésitth diese Differenz noch
leicht. Nach 300 min konnten 5,3fach héhere Konagiohen an TCL in der Dermis und im
Akzeptorkompartiment nach Applikation der ME im gkich zur Salbe gemessen werden.
Nach der Langzeitapplikation von 1000 min zeigtenME immer noch héhere bioverfligbare
TCL-Konzentrationen, jedoch fiel die Differenz aihen 3,3fach hoheren Anteil leicht ab. Es
wurde damit zusammenfassend gezeigt, dass durclikidsatz von kolloidalen Carriern die

92



Zusammenfassung

Penetration von TCL essentiell verbessert werdemte Mit dieser modernen Formulierung
konnten die galenischen Voraussetzungen fur einksafnkeit bePsoriasis vulgariggeschaf-
fen werden. Zur Bestatigung der Ergebnisse sindcjedoch Untersuchungen an erkrankter
Haut und klinische Studien notwendig

Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von Linolsaue

Die Entwicklung einer geeigneten Mikroemulsion n@rmalen Applikation fir LSR konnte
ebenfalls erfolgreich ausgefiihrt werden. Die Fates@vurde als lipophile Komponente in das
System inkorporiert. Dies brachte den Vorteil, aitive Komponente kolloidal verteilt vorlie-
gen zu haben. Die Stabilitat der oxidativ anfaligasgesattigten Fettsduren im System konnte
ebenfalls gezeigt werden, wodurch die Grundvoramseg fir die topische Applikation des
entwickelten ME-Systems geschaffen wurde.

In den Penetrationsuntersuchungsrvivowurde gezeigt, dass es moglich war, durch den Ein-
satz des kolloidalen Carriersystems in kurzer Belte Konzentrationen an Fettsduren in die
Haut penetrieren zu lassen. Im Vergleich zum Ferdigarat Linola FettCreme wies die Mik-
roemulsion zu allen drei Versuchszeiten signifikadhere Fettsdurekonzentrationen, die etwa
der dreifachen Menge an 9,11-Octadiensaure entsgmadn der Haut auf. Trotz der hohen
Lipophilie der aktiven Komponente konnten die Veitdigenschaften der Mikroemulsion eine
exzellente Penetration erzielen. Nach Applikatien ME lagerte sich die Fettsaure mit stei-
gender Versuchszeit nicht in den tiefen Dermisgabit an, sondern kumulierte im Zielkom-
partiment Epidermis. Zur Bestatigung der Ergebnisseden jedoch nocim vivo Untersu-
chungen erforderlich sein.

Neben den exzellenten penetrationsférdernden Espaften von Mikroemulsionen spielen in
der adjuvanten Basistherapie chronisch entzundliela@iterkrankungen auch die Eigenschaf-
ten der Formulierung eine wichtige Rolle. Die effe& Applikation hoher
Lipidkonzentrationen inkorporiert in ein schnelheiehendes, nicht klebendes, wéassriges Sys-
tem, konnte zudem di@ompliancechronischkranker Patienten erhdhen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Herstellung der Formulierungen
Mikroemulsionssysteme

Die Herstellung der verschiedenen ME-Systeme edalgrch Einwiegen aller Bestandteile in
ein Rundbodenglas mit Schliff oder ein Schnappdegtkschen (Analysenwaage AG 204 Del-
ta Range, Mettler Toledo GmbH, Giessen, Deutschlddi@ kompletten Mischungen wurden
daraufhin auf dem Laborschuttler (GFL 3006, GFL-€Hsshaft fur Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschlandyis zur Aufklarung geschiittelt. TCL, Citronensaunel die Antioxi-
dantien wurde nachtraglich in der fertigen ME gelds

Standardvehikel

Protopi€ wurde direkt und ohne weitere Bearbeitung verwerida der Anteil des Fettséaure-
gemischs im Fertigpraparat Linola Fetiur 0,815 % betrug, wurde es zum besseren Ver-
gleich, durch Zugabe von weiterem FSG auf 2 % arhbhbei wurde Linola Féttin einer
Fantaschale vorgelegt. Die entsprechende FSG-Mengde hinzugewogen und homogen
verruhrt.

7.2 Wirkstoffanalytik

7.2.1 Analytik von Tacrolimus
HPLC-Analytik mit Diodenarraydetektion

Die Quantifizierung von TCL erfolgte mittels eindPLC Waters (Waters GmbH, Eschborn,
Deutschland) bestehend aus einer Waters contr6ld& Pumpe, einem Waters 717plus
Autosampler und einem Waters 2996 Photodiodenagtaktbr mit folgenden Parametern:

Saule: YMC-ODS-AQ (150 x 4,0 i.d.; Sgn; 200 A (YMC Europe, Dinsla-
ken, Deutschland)

Mobile Phase: Acetonitril/Wasser/Ameisensaure 60/4005 (V/V) isokratisch

Flussrate: 1 mL mih

Saulentemperatur: 60 °C

Injektions-Volumen: 20 pL

Druck: 60 bar

Detektion: DAD 204 nm (220 nm; 295 nm)

Stammlésung: 1000 pg MLTCL in Methanol

Kalibrierbereich: 1,00 pg mt— 100 pg mt* in Methanol

Retentionszeit: 6,9 min

Préazision: 0,8 % bei einem Kalibrationsbereich
von 1pg mL?* - 100pg mL™?

BestimmtheitsmaR: R 0,999.

Nachweisgrenze: 03y mL?!

Bestimmungsgrenze: g mL*

HPLC-Analytik mit massenspektrometrischer Detektion

Die Quantifizierung von TCL nach Durchfiihrung demBtrationsuntersuchungen konnte auf-
grund der hohen Nachweisgrenze nicht mit Diodegdatektion durchgefuhrt werden. Aus
diesem Grund wurde dafir die Detektion mittels Maspektrometrie verwendet. Zum Einsatz
kam hier ein Agilent 1100 HPLC System (Agilent, \diadonn, Deutschland) gekoppelt mit
einem Finnigan LCQ lonenfallenspektometer (Thernghér, Egelsbach, Deutschland). Die
massenspektrometrische Detektion erfolgte mit Ebskiray-lonisation (ESI) im positiven
lonen-Modus. Folgende Methodenparameter wurdernvestyget [76]:

Saule: YMC-ODS-AQ 150 x 2,1 i.d.; Sg#n; 200 A (YMC Europe, Dinsla-
ken, Deutschland)
Mobile Phase: Acetonitril/Wasser/Ameisensaure 60/4005 (V/V) isokratisch

94



Experimenteller Teil

Flussrate:
Saulentemperatur:
Injektions-Volumen:
Druck:

Interner Standard:
Detektion:

Capillary-Temperatur:
Spannung:

Sheath Flow Rate:
Aux flow Rate:
Stammldsung:
Kalibrierbereich:
Retentionszeiten:

Préazision:
Bestimmtheitsmal3:

Nachweisgrenze:
Bestimmungsgrenze:

0,2 mL mih
60 °C
5uL
60 bar
Mycophenolatmofetil
ESI positiv SIM Modus
TCL lon [M + NaJ] m/z826,3;
Interner Standard Mycophenolatmofetil lon [M + Hh/z434,1
250 °C
4,5 kv
70
0
1000 pg MITCL in Methanol
0,0005 pg mi— 1,00 pg mL in Methanol
6,9 min TCL
4,1 min MMF
8,7 % bei einem Kalibrationsbereich von
0,0005 pg mr* — 1,00 pg mt*
R=0,9941
2 ng riL
5 ng ML

7.2.2 Analytik der Octadiensauren
HPLC-Analytik mit Diodenarraydetektion

Die Analytik der 9,11-Octadiensaure erfolgte mitrdégilent 1100 HPLC System (Agilent,
Waldbronn, Deutschland). Folgende Parameter kaneeheh zum Einsatz:

Saule:
Mobile Phase:

Flussrate:
Saulentemperatur:
Injektions-Volumen:
Druck:

Detektion:

Interner Standard:
Stammldsung:
Kalibrierbereich:
Retentionszeit:

Quantifizierungsgrenze:

Préazision:
Bestimmtheitsmal3:

Nucleosil C18 125 x 2 (Macherey-Nagel GmbHC&. KG, Diiren,
Deutschland)
Acetonitril/Wasser/Trifluoressigsiu
70/30/0,1
0,2 ml mih
40 °C
5uL
61 bar
DAD 234 nm, 248 nm
Mometasonfuroat
1000 pg rilin Methanol
1 ug mt— 100 pg mL* in Methanol
9,11-Octadiensaure 4,0 min
Mometasonfuroat 1,8 min
0,5 ug L
2,27 %
R=0,9996

Gaschromatographie-Analytik mit massenspektronutteis Detektion

Die Messungen wurden an einem Varian Gas Chromagtbg(Varian Deutschland GmbH,
Darmstadt, Deutschland) gekoppelt mit einem Magi@@:MS System von Finnigan (Ther-
mo Finnigan MAT, Bremen) mit nachfolgend aufgefénrParametern durchgefuhrt:

Saule:

Tragergas:

Flussrate:
Temperaturprogramm:;

HP-FFAP 25 m x 0,2 mm x 0,3 um

Helium

12 Psi

Fett-Opt
Temp [°C] Rate [°C mifi] Time [min] Total [min]
60 0 1,00 1,00
180 20 6,00 7,00
240 15 4,00 11,00
280 30 1,33 12,33
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280 0 5,00 17,33
Injektions-Volumen: 1uL
lonisation: Elektrospray-lonisation
Detektion: ESI Massen 262 g rifaind 294 g mot
Stammlésung: 1000 pg flFettsauregemisch in Methanol
Kalibrierbereich: 1 pg mt.— 50 pg mr* in Methanol
Methylierungsmittel: TMSH (Trimethylsulfoniumhydxial)

1 pL TMSH + 50 pL Probe direkt im Vial vermischt
(Reaktion bei Raumtemperatur)

Retentionszeiten: 9,11-Octadienséaure 15,10 min
9,12-Octadiensaure 14,15 min

Préazision: 2,54 % bei einem Kalibrationsbereich von
l%g mL* — 50 pg mC*

Bestimmtheitsmall: 0,9915

Bestimmungsgrenze: Oy mL*

Kapillarelektrophorese-Analytik mit UV/VIS-Detektio

Zur Trennung der Octadiensauren und ihrer Oxidapordukte wurde mit Kapillarelektropho-
rese mit einem Hochspannungsgenerator FUuG HCN 0B®G-uG Elektronik GmbH, Rosen-
heim, Deutschland) unter Verwendung folgender Patangearbeitet:

Elektrode: Platin
Kapillare: Quarz (CS-Chromatographie Service Gmhbhgerwehe, Deutsch-
land)

Lange insgesamt 77 cm, Lange zum Detektor 58 cm
Innendurchmesser 18n,

Puffer: 20 mM SDS in Boraxpuffer (£0M)
Injektion: manuell 10 s, Injektionshdhe 11 cm
Temperatur: Raumtemperatur

Spannung: 21 kv

Detektion: UV 234 nm

7.3 Extraktion der Wirkstoffe aus der Formulierung
Extraktion von Tacrolimus aus Mikroemulsionen umdtBpic®

Zur Ermittlung der TCL-Konzentration in den ME werdje dreimal 10 mg der ME mit einem
Gehalt von 0,5 % TCL eingewogen und mit jeweils 5 Methanol versetzt. Die ME-Systeme
mit 0,1 %iger TCL-Konzentration wurden nur mit jalse€2 mL Methanol extrahiert. Die L6-
sungen wurden kurz auf dem Vortexer (neoLab-Reagesmixer Vortex 7-2020, neolLab
Migge Laborbedarf-Vertriebs GmhHHeidelberg, Deutschland) gemischt und anschlielend
mittels HPLC-DAD vermessen.

Fiir die Extraktion von TCL aus Protofiwurden je dreimal 50 mg der Salbe eingewogen und
in 1 mL Chloroform vollstandig gelost. AnschlieRewdrden 4 mL Methanol zugesetzt, wo-
durch es zu einem Ausfallen der lipophilen Grundlegm. Die Losungen wurden durch einen
Spritzenfilter mit 0,45um PorengroRe (Rotilabo PTFE-Spritzenfilter, CarttR@mbH & Co.

KG Karlsruhe, Deutschland) filtriert. Von dem Fatrwurden 2 mL abgenommen. Diese wur-
den unter Stickstoffatmosphére bei 30 °C abgedarAp&chlielend wurde der Rickstand mit
2 mL Methanol wieder aufgenommen. Die Loésungen wenrdl5 min im Ultraschallbad
(Bandelin Sonorex super RK 255H, Schalltec GmbHrfdden-Walldorf, Deutschland) be-
handelt und vor dem Vermessen mit HPLC-DAD nochrfitigert.

Extraktion der Octadiensauren aus Mikroemulsiora linola Fetf

Die Extraktion der Octadiensauren aus der Formudigrerfolgte mit Methanol. Es wurden je
dreimal ca. 10 mg der ME eingewogen und mit 5 mlthdeol versetzt. Die Losungen wurden
kurz auf dem Vortexer (neoLab-Reagenzglasmixer &oit-2020, neoLab Migge Laborbe-
darf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland) getmisund anschlie3end mittels HPLC-
DAD vermessen. Zusétzlich wurden die Linola Eeththaltenden Lésungen noch 45 min im
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Ultraschallbad (Bandelin Sonorex super RK 255H, atdt GmbH, Morfelden-Walldorf,
Deutschland) behandelt und mit einem Spritzenf(lRotilabo PTFE-Spritzenfilter, Carl Roth
GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland) vor dem Vessen filtriert.

Extraktion in Gegenwart von Humanhaut

Zur Untersuchung eventueller Stérungen durch Hatiinelteile wurden jeweils ca. 2 mg der
tacrolimus- bzw. linolsaurehaltigen ME sowie eimgsprechenden ME ohne Wirkstoff als
Leerversuch auf ca. 25 mngroRBe Vollhautstiicke aufgetragen. Diese Hautstilwkeden
120 min bei 32,0 °C inkubiert, anschliefend mit I1 Methanol versetzt und 2 h auf dem
Schiuttler extrahiert. Die Losungen wurden anschinel3zentrifugiert und mit HPLC-DAD
vermessen.

7.4 Wirkstoffstabilitatsuntersuchungen
Stabilitatsuntersuchungen von Tacrolimus

Zur Uberpriiffung der Wirkstoffstabilitait bei untemgdlichen pH-Werten wurde eine
PeG/Wasser (2:1 V/V) Mischung mit 0,5 %igem Taecnoisgehalt hergestellt. Fur je 1000 mg
dieser Mischung wurden die verschiedenen pH-WepgkB 4 — pH 10) entweder mit
Citronenséure oder Trometamol eingestellt.

Zur Uberprifung der Wirkstoffstabilitat im Vehikelurde eine Lagerstabilitit angesetzt. Die
ME TCL B und C wurden mit einem TCL-Gehalt von @lund die ME TCL A mit einem
TCL-Gehalt von 0,5 % hergestellt und lichtgeschgelgert. Zusatzlich wurden alle Systeme
mit zwei unterschiedlichen Antioxidantien verset2azu wurden allen drei ME entweder
0,1 % ACP oder 0,1 %-TPA zugegeben. Zur Ermittlung des Wirkstoffgehalisrden in re-
gelmafigen Abstanden je dreimal 20 mg abgewogenMB TCL B und C wurden mit 2 mL
Methanol und ME TCL A mit 5 mL Methanol versetztdumittels HPLC-DAD vermessen.

Stabilitatsuntersuchungen der Octadiensauren

Die Lagerstabilitdt der Octadiensauren im ME-Systeunde mit verschiedenen ME (vgl. Ta-
belle 9) getestet. Zum Vergleich wurde eine PeGA&tadMischung (1:1 V/V) mit einem
2 %igen FSG-Gehalt hergestellt. Alle ME sowie digssrige Losung wurden zuséatzlich mit
einem 0,1 %igen ACP- oder 0,05 %igen BHT-Gehalgéstellt und gelagert. In regelméafigen
Zeitabstanden wurden je dreimal 20 mg Formulieralngewogen, mit 5 mL Methanol versetzt
und mittels HPLC-DAD vermessen.

Des Weiteren wurden je 50 aller ME mit einer Spatelspitze Bengalrose B e&sund mit
einer Bestrahlungsdosis von 2000 JTWiVA-Licht in einem Abstand von 18 cm bestrahilt,
um eine Oxidation zu induzieren. Zur Bestrahlungrdem CLEO Performance R UVA-
Leuchtstoffrohren mit einem Emissionsspektrum vdb 8m bis 420 nm (Veith Import-
Export, Westerau, Deutschland) verwendet. Die U\s@pwurden mit einem UVA-Sensor
(Kuihnast Strahlungstechnik, Wachtersbach, Deutsdhldestimmt. Zum Vergleich wurden
die unbehandelten sowie die bestrahlten ME mit GEMIS analysiert.

7.5 Physikochemische Parameter der Wirkstoffe
Bestimmung der Sattigungsldslichkeiten

Zur Bestimmung der Sattigungsloslichkeiten von Ti@Lverschiedenen Medien wurden je
dreimal 10QuL der ME TCL A, B und C, Octanol, PrG, PeG, CetylWasser und der drei
verschiedenen Puffer nacloRENSEN(pH 5, 7,4, 9) in Eppendorfcaps eingefullt und WL
bis zum Verbleib eines Bodensatzes versetzt. DiscMingen wurden 48 h auf dem Labor-
schuttler bewegt. Bei vollstdndiger Losung von Ti@lden Proben wurde weiteres TCL hin-
zugegeben. Nach dem endgultigen Verbleib eines dtdifftbodensatzes wurden 0 der
Pufferlésungen und des Wassers abgenommen. Vomeddithen Loésungen wurden jeweils
5 mg mit 2 mL Methanol verdunnt. Alle Proben wurdaiitels HPLC-DAD untersucht. Fur
die Bestimmung der Sattigungsloslichkeiten der Gietasauren wurden jeweils dreimal 1 mL
Octanol, PeG, Wasser sowie der drei Puffer na@RESISEN(pH 5, 7,4, 9) in Reagenzglaser
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gefullt und mit den Octadiensduren bis zum Tribwerder Losung versetzt. Die Mischungen
wurden 24 h auf dem Laborschuttler bewegt. Daraufhirden die triben Proben zentrifugiert
und 100uL des klaren Uberstandes abgenommen und mit HPLO-Drtersucht.

Bestimmung von Octanol/Puffer Verteilungskoeffiziem

Zur Bestimmung verschiedeneg Von TCL bei unterschiedlichen pH-Werten wurdeiijei-
mal 50uL des mit dem entsprechendem Puffer gesattigtear©Ots und jeweils 5QL des mit
Octanol gesattigten Puffers nacRENSEN(pH 5, pH 7,4 und pH 9) in Eppendorfcaps einge-
fullt, worin 1 mg TCL gel6st wurde. Die Mischunge@murden 48 h auf dem Laborschiittler
bewegt. 25uL der Pufferphase wurde abgenommen miuRSVethanol verdinnt. Von der
Octanolphase wurden je dreimal 10 mg mit 5 mL Methaverdiinnt und mit HPLC-DAD
vermessen.

7.6 Penetrationsstudierex vivo

Die Penetrationsuntersuchungen wurden an exzidiéftenanhaut durchgefiihrt, die von
Mammareduktionsplastiken stammte. Die gewonnenemeGesektionen wurden dafiir posto-
perativ mit isotonischer Kochsalzl6sung gewaschaoh die subkutane Fettschicht wurde ent-
fernt. Daraufhin wurden kreisrunde Hautstiicke rimiesn Durchmesser von 20 mm (3,14%m
ausgestanzt und einzeln sowie dicht in Aluminiumefelerpackt. Die verpackten Stiicke wur-
den in Polyethylenbeuteln bei -20 °C gelagert. Zersdchsbeginn wurden die bendtigten
Vollhautstiicke aufgetaut und ihre Oberflache mittédtapfern getrocknet. Zur Durchfihrung
der Penetrationsuntersuchungen kam die Diffusidiesmach RANZz (Crown Glass Company,
Somerville, New York, USA) zur Anwendung. Der Autbé&st in Abbildung 66 dargestellt.
[66]. Das durch einen Glasring und einer Metallklaen auf der Filtergaze positionierte, Haut-
stuck stand von der dermalen Seite aus in Kontatktden Akzeptorflissigkeit (PBS pH 7,4).
Diese wurde kontinuierlich mit einem Magnetrihrerigrt, um die Diffusionsschicht mog-
lichst klein zu halten. Somit wurden die Vorausagen fur die Permeation aktiver Substanz
geschaffen und physiologische Bedingungen simuligurch eine Glasabdeckung wurde das
System vor Verdunstungsverlusten wahrend des Vieesugeschutzt.

Q Glasbedeckung
Haut

........ Filtergaze
\\\\le
= AbfluB
I—_—‘ Wasserbad

— ZufluB

Glasmantel

Magnetriihrer
-] a

Abbildung 66 — Aufbau der Diffusionszelle nach RANZ

Es wurden jeweils 20L der ME oder ca. 20 mg der Standardvehikel Profopder Linola
Fetf® auf ein entsprechendes Hautstiick aufgetragen leithméaRig verteilt. Es wurden drei
verschiedene Spenderhaute sowie drei verschiedemsuthszeiten gewahlt. Anschliel3end
wurde das praparierte Hautstiick auf der Gaze de82atC temperierten Diffusionszelle plat-
ziert und dort 30 min, 300 min oder 1000 min bedasdNach Ablauf der Versuchszeit wurde
die Uberschissige Formulierung auf der Hautobdrd&uit einem Tupfer entfernt. Das Haut-
stuck wurde von der Diffusionszelle entfernt uneinde zur Gewinnung von drei Stanzbiopsien
mit einem Durchmesser von 6 mm (0,2827cifikromayer Stanze, Stiefel-Laboratorium,
Offenbach, Deutschland), aus denen mit Hilfe el@efiermikrotoms (Fa. Jung, Heidelberg,
Deutschland) bei -40 °C horizontale Schnitte angigtewurden. Die einzelnen Schnitte sind
in Tabelle 18 aufgefihrt.
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Tabelle 18 — Aufbereitung der Proben im Anschlussradie Penetrationsuntersuchungen

Nicht penetrierter Anteil | Tupfer
Stratum Corneum (SC) 10n
Vitale Epidermis (EP) 4 Schnitte a gt
Dermis 1 (DR 1) 5 Schnitte & 4in
Dermis 2 (DR 2) 5 Schnitte a 4
Dermis 3 (DR 3) 5 Schnitte a 4n
Dermis 4 (DR 4) 5 Schnitte & 4
Dermis 5 (DR 5) 5 Schnitte a 4n
und verbleibender Stumpf
Permeierter Anteil Akzeptorflussigkeit

Die zur gleichen Hautschicht gehotrenden Schnitterdeiu zusammen in 1,5mL
Eppendorfcaps gelagert.

Die zum Abwischen der tiberschissigen Formulierwrgvendeten Tupfer wurden zur Extrak-
tion in Reagenzglaser gegeben, mit 2,0 mL odenth,Methanol, je nach erwarteter Konzent-
ration, versetzt und 12 h auf dem Laborschittlevdmt. Die einzelnen Hautschnitte wurden
mit 200uL — 500uL Methanol, ebenfalls je nach erwarteter Wirkstadfige versetzt und eine
Stunde auf dem Vortexer (neoLab-Reagenzglasmixete¥@-2020, neoLab Migge Laborbe-
darf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland) géseli. AnschlieRend wurden siger
Nacht im Kihlschrank aufbewahrt und am nachsten dragut 1 h geschiittelt. Die Proben
wurden zentrifugiert, der Uberstand wurde analysi2ie Akzeptorenfliissigkeiten aller Zellen
wurden nach Versuchende in Probenrohrchen gefilit direkt ohne weitere Bearbeitung
vermessen. Die Analytik aller Proben erfolgte fUCLT mit HPLC-MS und fir die
Octadiensauren mit HPLC-DAD. Der interne Standawids jeweils vor dem Vermessen den
Lésungen hinzugegeben.

7.7 Physikochemische Charakterisierung

7.7.1 pH-Wert Bestimmung

Die pH-Wert Bestimmungen erfolgten mittels des pldtdds Typ 1120 (Mettler Toledo
GmbH, Giessen, Deutschland) sowie entweder dertiléddk Knick SE 101 (Knick Elektroni-
sche Messgerate GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschlaodgr der Mikroelektrode In Lab
Micro (Mettler Toledo GmbH, Giessen, Deutschland).

7.7.2 Erstellung von Phasendiagrammen

Zur Ermittlung der Phasengrenzen der verschiedéviErSysteme wurden die jeweiligen

Emulgatorenverhéltnisse sowie eine feste Konzeotrales Co-Solvens festgelegt. Danach
wurden ME verschiedener Konzentrationsverhaltnigse2,5 % — 5 % Schritten, hergestellt
und sechs Monate gelagert. Danach erfolgten dieeites Beurteilung sowie eine Betrachtung
der Systeme unter dem Polarisationsmikroskop.

7.7.3 Polarisationsmikroskopie

Ein Tropfen der zu untersuchenden ME wurde aufref@bjekttrager aufgebracht, mit einem
Deckglaschen bedeckt und unter dem Polarisatiomeskkp (Zeiss Axiolab Pol, Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena, Deutschland) begutachtet.

7.7.4 Viskositatsuntersuchungen

Die dynamischen Viskositaten der ME wurden mit ginRotationsviskosimeter nach dem
COUTTE-Prinzip (Fluids Spectrometer RFS 1l, Rheometricsetific, Bensheim, Deutsch-
land) bzw. mit einem Rotationsviskosimeter mit Agiermesszelle und Doppelspalt Typ MCR
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501 (Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich) bestimmi& Demperierung erfolgte Uber eine
Peltierzelle (Anton Paar GmbH, Graz, Osterreichg Bessungen wurden bei einer Tempera-
tur von 25 °C + 0,2 °C sowie einer Scherrate vdnsd,— 100 & durchgefiihrt.

Die kinematischen Viskositaten der wassrigen Dialfder Mischungen wurden mit dem
UBBELOHDE Viskosimeter (Schott AG, Mainz, Deutschland) bestimEs wurde eine Ic Ka-
pillare verwendet. Die kinematische Viskositat wai@us der bestimmten Durchflusszeit der
Losung errechnet. Die dynamische Viskositat korddeaus unter Einbeziehung der Dichte
kalkuliert werden. Das Probenvolumen betrug beiraMethoden 15 mL.

7.7.5 Konduktivitdtsmessungen

Die Leitfahigkeitsmessungen wurden bei Raumtempenaiter Verwendung des Cyberscan
CON 11 Gerates (Eutech Instruments Europe B.Vkexk, Niederlande) durchgefuhrt. Die
Zellkonstante betrug 1,0 ¢inDie Messelektrode wurde bis zur Stabilisierungiér Probe
belassen und der angezeigte Messwert wurde ndiirs. wurde insgesamt finfmal hinterei-
nander durchgefuhrt.

7.7.6 Dynamische Differenzkalorimetrie

Fur die DSC-Messungen wurde das DSC 200 (Netzscht€mu GmbH, Selb, Deutschland)
verwendet. Die Proben (ca. 15 mg) wurden exaktesuogen und befanden sich wahrend der
Messungen hermetisch abgeschlossen in AluminiueitiegDie Verdunstung von Wasser
konnte damit ausgeschlossen werden. Zuerst erfdigtd®>robenabkihlung von 40 °C auf -
60 °C (Abkiihlrate 10 K mif). Nach 5 minitiger Equilibrierung bei -60 °C egts anschlie-
Rend das Aufheizen (Rate 10 K mjrder Probe auf 120 °C. Als Referenz diente eimelee
Aluminiumtiegel. Gespiilt wurde wéhrend der Messumgét Stickstoff (10 mL mif).

7.7.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Zur Probenvorbereitung wurden Stammldsungen einenzgntration von 1 mg mi der
Spinsonden TEMPO, HD-PMI und 16-DSA in Aceton hetght. Da die
Spinsondenkonzentration in den zu vermessendereP®d mmol [* oder 0,5 mmol I be-
tragen sollte, wurden entsprechende Volumina degdstellten Stammldsungen einzeln in
Eppendorfcaps pipettiert. Nach Verdunsten des Aseteurden die Eppendorfcaps dann mit
jeweils 1 mL des zu untersuchenden Mediums verseidt3 min auf dem Vortexer (neoLab-
Reagenzglasmixer Vortex 7-2020, neoLab Migge Labdalf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,
Deutschland) behandelt. Die Messungen erfolgtéblaskapillaren bei Raumtemperatur. Zum
Einsatz kam dazu das X-Band-ESR Spektrometer MopsdvS 200 (Magnettech, Berlin,
Deutschland) mit einer Mikrowellenstrahlung derdtrenz von etwa 9,5 GHz unter folgenden
Bedingungen:

BO —field 335,5mT
Sweep 10 mT
Sweeptime 30s
Modulation frequency 100 kHz
Microwave power 20 mw
Modulation amplitude 0,1mT

Nach Simulierung der erhaltenen Spektren mit deagfdmm EPRSIM V4.99 (Biophysical
laboratory-EPR centre, Josef Stefan Institute, lijua, Slowenien) erfolgte die Auswertung.

7.7.8 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Proben wurden mit einem Propanjet (Bal Tec Balzers, Liechtenstein) bei -150 °C
flussigem Propan eingefroren. Der Gefrierbruch Besben erfolgte mit einem BAF 060
Freeze-Fracture System (Bal Tec AG, Balzers, Latdtein) bei -150 °C. Zur Herstellung der
Abdrucke wurden die Briiche mit Platin in einem Wahion 45 °C sowie mit Kohle in einem
Winkel von 90 °C bedampft. Die erhaltenen Abdriekeden in Natriumchloridldsung abge-
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l6st und mit destilliertem Wasser sowie Aceton gege. Die Betrachtung der Proben erfolgte
daraufhin mit einem Transmissionselektronenmikrogs(BEM900, Carl Zeiss SMT AG,
Oberkochen, Deutschland). Zur bildlichen Darstalwurde eine Variospeed SSCCD Kamera
SM-1k-120 der Firma TRS (Moorenweis, Deutschlaretywendet.

7.7.9 Dynamische Lichtstreuung

Die zu untersuchenden Systeme wurden im Vorfeld emem Spritzenfilter (Porengrol3e
0,45um) (Rotilabo Nylon-Spritzenfilter, Carl Roth GmbH &o0. KG Karlsruhe, Deutschland)
filtriert. Die Durchfiihrung der Messungen erfolgteLaserstreulichtkivetten (Hellma, Mull-
heim, Deutschland) bei einer Temperatur von 25,02@ Messung verwendet wurde ein
Kompakt-Goniometer ALV/SP 86 (ALV-Laser Vertriebsglschaft mbH, Langen, Deutsch-
land) mit einem Nd:YAG-Laser (ADLAS GmbH, Weil incBonbuch, Deutschland) der Wel-
lenl&nge 532 nm und einer Leistung von 140 mW. Eele/in einem Winkelbereich von 30 °
- 140 ° gemessen. Der im Vorfeld zur BerechnungTagichengrof3e benétigte Brechungsin-
dex der aul3eren Phase wurde mit einem Abbé-Refretey (Abbemat, Dr. Kernchen, Seelze,
Deutschland) bestimmt. Die ebenfalls notwendigekds#tat der aul3eren Phase wurde gemali
Kapitel 7.2.4 bestimmt.

7.7.10 HET CAM-Untersuchungen

Es wurden nattrlich befruchtete Hihnereier der R&sv Hampshireverwendet, die am
Legetag durch das Nutztierwissenschaftliche Zenthenbitz der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg bereitgestellt wurden. Die Eierrden nach dem Transport Uber acht Tage
bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit in einem Brutsank bebriitet und dabei (aul3er in den
letzten 24 h) alle 12 h gewendet. Nach Ablauf dert&it wurden die Eier einzeln mikrochi-
rurgisch unter einer Laminar Air Flow Box prapatier

Nach Durchleuchten der Eipole mit einer lichtstarR@schenlampe wurde ein etwa kreisrun-
des Loch mit einem Durchmesser von 1,5 cm im Bhrder Luftkammer in den schwacher
konvexen Pol des Eis geschnitten. Der durch dieif entstehende Staub wurde vorsichtig
mit einem Gummiblasebalg von der Eihaut abgeblaBen.Eihaut wurde im Folgenden mit
37 °C warmer physiologischer Kochsalzlosung ben&iet CAM wurde durch Entfernung der
aulReren Eihaut freigelegt. Zur Verwendung kamenEier mit einem gut ausgebildeten Ge-
falRsystem sowie einem deutlich vitalen Embryo. Péstibsungen wurden jeweils 100 der

zu untersuchenden ME-Systeme verwendet. Die CAMd&/umit monochromatischem, nied-
rigenergetischem Laserlicht (Helium-Neon Laser 682,8 nm — rot) illuminiert. Nach ca.
30 min wurde mit Hilfe der Laser-Doppler-Fluxmetdée Gefal3perfusion im Vergleich zu
beiden Kontrollen bestimmt [227].

7.8 Statistik

Die Ermittlung der Regressionen im Rahmen der Kigirangen wurde mit der Software Excel
2003 durchgefiuihrt. Die statistische Auswertung dEnetrationsergebnisse wurde mit
einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA) undm Vergleich der ME mit dem jewei-
ligen Standardvehikel (Kapitel 3.6.4 und 4.5.3) amischlieendem Dunnett’s Test als Post-
Hoc Analyse (inerSTAT-a V1.3) durchgefiihrt. Zum gleich der ME untereinander in Kapi-
tel 3.6.2 wurde der Tukey’'s Test als Post-Hoc AselfinerSTAT-a V1.3) verwendet. Unter-
schiede mit p < 0,05 wurden als signifikant gewerte

7.9 Substanzen
16-Doxylstearinséaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Kewwhen, Deutschland))

Aceton Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutsctjan

Acetonitril J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V. (Denter, Niederlande
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Ameisenséaure Sigma-Aldrich Laborchemikalien Gmbkie{®e, Deutschland)
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Bengalrose B

Brij 020
Butylhydroxytoluol
Cetiol B
Chloroform
Citronenséaure
Dermofeel Ascorbyl
Palmitate
Fettsduregemisch
HD-PMI

Hydrolite 5
Isopropylmyristat
Isopropylpalmitat
Linola Fett

Methanol

Mometasonfuroat
Mycophenolat mofetil
Myritol 318
Natriumdodecylsulfat
Octanol
Phospholipon 90G
Plantacare 1200 UP
Plantacare 2000 UP
Propylenglycol
Protopic
Puffersubstanzen
Rotipuran (PEG 400)
Span 80

Spezialdl 107
Tacrolimus

Tagat S2
Tegocare CG90
Tegosoft ClI
TEMPO

Sigma-Aldrich Laborchemikalien Gmbld€Re, Deutschland)
Croda GmbH (Nettetal, Deutschland)

Sigma-Aldrich Laborchemikaliem@®H (Seelze, Deutschland)
Cognis GmbH (Dusseldorf, Deutschland)

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG (KarlsruheuBchland)
Dr. Straetmans GmbH (Hamburg, Deutschland)

Oelon GmbH (Emmerich am Rheintddkland)
Magnettech GmbH (Berlin, Deutschland)
Symrise GmbH & Co. KG (Holzminden, @echland)
Cognis GmbH (Dusseldorf, Deutacial)
Fagron GmbH & Co. KG (Barsbut@&utschland)
Dr. August Wolff GmbH & Co. KG Arzneittel (Bielefeld,
Deutschland)
J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V. (Deven Niederlandg
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Almirall Hermal GmbH (Reinbek, Dsaltland)
Hoffmann-La Roche (Basel, Selny
Cognis GmbH (Dusseldorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich Laborchemikal@&mbH (Seelze, Deutschland)
Grissing GmbH (Filsum, Deutschland)
Phospholipid GmbH (KoIn, Deutsati)a
Cognis GmbH (Dusseldorf, Del#gadh
Cognis GmbH (Dusseldorf, Del#gadh
Caesar & Loretz GmbH (Hilden, Detitand)
Astellas Pharma GmbH (Munchen, Deutschland
Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG (Kaulse, Deutschland)
Caesar & Loretz GmbH (Hilden, Deutschland)
Sasol Germany GmbH (Witten, Deutsaljla
Bereitstellung durch die Hautklinik déartin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg
Caesar & Loretz GmbH (Hilden, Deutschland)
Evonik Goldschmidt GmbH (Essen, Rbidaad)
Evonik Goldschmidt GmbH (Essen, Deutsutt)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Dssiland)

Trimethylsulfoniumhydr Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Duren, Deutschland)

oxid
Trifluoressigsaure
Wasser

a-Tocopherolacetat

Sigma-Aldrich LaborchemikaliemlGH (Seelze, Deutschland)

Hausleitung Institut fir Pharmazie MartirtHeu-Universitat Halle-
Wittenberg

Synopharm GmbH & Co. KG (BarghiBeutschland)
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