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Aufgrund einer Pravalenz von iiber 2 % stellt die Psoriasis (Schuppenflechte) eine der hdufigsten Hauterkran-
kungen in den westlichen Industrienationen dar. Die Psoriasis wird heutzutage vielmehr als Systemerkran-
kung angesehen, da sie neben den typischen Hautsymptomen auch charakteristische Komorbiditdten
aufweist. Dazu zéhlen die rheumatoide Arthritis, chronisch entzlindliche Darmerkrankungen oder die Ony-
chomykose (Nagelpilz). Die Wahrscheinlichkeit an Nagelpilz zu erkranken, ist bei Psoriatikern im Vergleich
zu Nicht-Psoriatikern um ca. 56 % erhoht bei gleichem Alter und Geschlecht (n=561) [1]. Fiir die Behandlung
der Psoriasis oder des Nagelpilzes stehen sowohl systemische als auch topische Therapiemdglichkeiten zur
Verfligung. Jedoch besitzen die systemisch verabreichten Wirkstoffe oft ein hohes Potential an unerwiinsch-
ten Arzneimittelwirkungen und belasten den gesamten Organismus. Ferner erreichen die topisch applizierten
Wirkstoffe bei mittelschweren bis schweren Verlaufsformen meist nicht den gewdiinschten Therapieerfolg.
Demzufolge wire es wiinschenswert, systemisch gut wirksame Arzneistoffe ebenso topisch auf die Haut oder
auf den Nagel applizieren zu kénnen, um die systemische Belastung fiir den Patienten zu minimieren und die
Therapiecompliance und folglich den Therapieerfolg zu verbessern.

Allerdings stellen die Haut und der Nagel duBerst effiziente Barrieren dar, welche versuchen, den Kérper vor
Umwelteinfliissen sowie dem Eindringen von Arzneistoffen zu schiitzen. Daher ist es eine besondere Heraus-
forderung, pharmazeutisch relevante Konzentrationen von Arzneistoffen, mit meist ungiinstigen physikoche-
mischen Eigenschaften, in der Haut bzw. im Nagel zu erreichen. Um dennoch eine Wirksamkeit
herbeifiihren zu konnen, ist es essentiell geeignete Vehikel zu finden, welche das Eindringen solcher Wirk-
stoffe iiberhaupt erst ermdglichen. Neben Salben oder Cremes sind es besonders die modernen kolloidalen
Vehikel, wie zum Beispiel Mikroemulsionen, welche die Penetration solcher Problemarzneistoffe verbessern
sollen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Penetration von pharmazeutischen Problemarzneistoffen aus modernen Drug De-
livery Systemen in ihr jeweiliges Target zu untersuchen und zu vergleichen. Dabei werden zwei verschiedene
Wirkstoffe in den Fokus gestellt. Zum einen soll das heutzutage systemisch verabreichte Methotrexat (MTX)
zur Behandlung der Psoriasis vulgaris in eine dermal applizierbare Formulierung {iberfiihrt und zum anderen
soll eine topisch applizierbare Formulierung zur Anwendung auf dem Nagel fiir einen neuen antimykotischen
Wirkstoff (EV-086K) entwickelt werden. Beide Wirkstoffe sind aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaf-
ten, vor allem hinsichtlich ihrer Hydrophilie bzw. Lipophilie, duflerst ungeeignet fiir ihr jeweiliges Target und
werden daher auch als Problemarzneistoffe bezeichnet. Das extrem hydrophile MTX wird nur schwer in die
Haut und das extrem lipophile EV-086K nur schwer in den Nagel penetrieren kdnnen. Durch die Entwick-
lung von hautfreundlichen Mikroemulsionen soll die Penetrationsrate beider Wirkstoffe gesteigert werden.
Zusidtzlich sollen Enhancer und das Prinzip der lonenpaarbildung auf ihr Potential hinsichtlich der Steigerung
der Penetrationsrate erforscht werden. Um EV-086K ungual applizieren zu kénnen, steht ebenso die Entwick-
lung eines effizienten Nagellackes im Vordergrund.

Fiir die Bestimmung der Effektivitdt der entwickelten Formulierungen werden verschiedene Methoden einge-
setzt. Die ex vivo Penetrationsstudien an Humanhaut werden mit dem Ziel durchgefiihrt, den Einfluss der
unterschiedlichen Formulierungen auf das Penetrationsverhalten von MTX zu verdeutlichen. Die Penetration
der EV-086K-haltigen Formulierungen zur Anwendung am Nagel soll zundchst an tierischen Modellmembra-
nen untersucht werden. Dabei sollen schwingungsspektroskopische Methoden (FTIR-ATR-Spektroskopie)
zum Einsatz kommen, die eine Echtzeitmessung der Wirkstoffkonzentration im Akzeptor ermoglichen. Ab-
schlieRend sollen ex wivo Penetrationsstudien am menschlichen Nagel den Einfluss der Formulierung auf die
unguale Penetration von EV-086K belegen.
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Folglich besteht das Ziel dieser Arbeit darin, jeweils eine topisch anwendbare Arzneiform mit einer verbesser-

ten Bioverfiigharkeit fiir die beiden Arzneistoffe zu entwickeln und die Behandlungsmdglichkeiten von Pso-
riasis vulgaris sowie Onychomykosis um eine effektivere und nebenwirkungsarme Therapie zu ergdnzen.

Daraus ergaben sich folgende Ziele:

7

R/

7

7

Zunéchst physikochemische Charakterisierung des noch unbekannten Wirkstoffes EV-086K und des
hydrophilen MTX

Entwicklung und Charakterisierung von geeigheten modernen Formulierungen fiir die Applikation
der beiden Problemarzneistoffe

Charakterisierung der entwickelten Mikroemulsionen (Polarisationsmikroskopie, DSC-Messungen,
rheologische Untersuchungen, dynamische Lichtstreuung, Irritationspotential)

Inkorporation der Arzneistoffe in die Formulierungen und Bestimmung der (Langzeit-) Stabilitdt
Entwicklung geeigneter und sensitiver Quantifizierungsmethoden fiir beide Wirkstoffe (HPLC-UV,
FTIR-ATR, CZE)

Untersuchung der Freisetzung ausgewdhlter Formulierungen mit Hilfe des Mehrschichtmembran-
modells (MSMM)

Entwicklung und Durchfithrung von FTIR-ATR-Studien zum Vergleich des Penetrationsverhaltens
von EV-086K durch tierische Hufmembranen

Ermittlung des ex vivo Penetrationsverhaltens von MTX und EV-086K aus unterschiedlichen Formu-
lierungen in den menschlichen Nagel bzw. in die Haut

Auswahl geeigneter Gegenionen fiir MTX zur lonenpaarbildung und Bestimmung des Verteilungsko-
effizienten im Octanol/Puffersystem

Inkorporation des lonenpaares in ein geeignetes Vehikel

Untersuchung des Einflusses der Ionenpaarbildung auf das Liberationsverhalten und das Penetrati-
onsverhalten des extrem hydrophilen Arzneistoffes MTX unter Einfluss des Gegenions
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In dieser Arbeit stand die Entwicklung sowohl ungualer als auch dermaler Formulierungen im Vordergrund.
Um daher ein bestmdogliches Vehikel fiir eine topische Arzneistoffapplikation hervorzubringen, ist es jedoch
notwendig die Zielstrukturen in ihrem Aufbau und ihren Eigenschaften zu kennen. Dazu soll im folgenden
Teil auf grundlegende Kenntnisse beziiglich des Nagels und der Haut sowie hinsichtlich dieser Arbeit
relevanter Aspekte eingegangen werden.

2.1 Der Nagel als Applikationsort fiir Arzneimittel
2.1.1 Aufbau und Eigenschaften des Nagels

Der menschliche Nagel setzt sich aus der Nagelplatte und vier spezifischen Geweben zusammen: dem Nagel-
bett, der Nagelmatrix, der Nagelfalz und dem Hyponychium (Abb. 1). Der wesentliche Bestandteil des gesam-
ten Nagelorgans ist die durchsichtige Nagelplatte, welche fest mit dem rétlich schimmernden Nagelbett
verwachsen ist [2]. Neben dem dsthetischen Aspekt dienen die Nagelplatten hauptsdchlich zum Schutz der
empfindlichen Finger- und Zehenendglieder und unterstiitzten die sensorische Diskriminierung, d.h. die Fé-
higkeit Reize durch den Tastsinn einordnen zu kénnen [3].

Nagelplatte
Nagelmatrix
Nagelbett
Hyponychium
proximale Nagelfalz

® A 60 o e

—_

dorsale Nagelplatte
2 intermedidre Nagelplatte
3 ventrale Nagelplatte

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Nagel modifiziert nach [2]

Der Aufbau der Nagelplatte ist viel komplexer als es auf den ersten Blick scheint. Es handelt sich um eine
diinne (0,5 bis 1,5 mm), harte, wenig elastische und konvexe Struktur, die sich aus 80 bis 90 Lagen von to-
ten, abgeflachten und verhornten Zellen, den Onychozyten, welche in der Nagelmatrix gebildet werden, zu-
sammensetzt [2, 4]. Die Nagelplatte selbst wird in drei makroskopische Schichten, in die
dorsale, intermedidre und ventrale Schicht (Abb. 1), mit einem Schichtdickenverhaltnis von 3:5 : 2, einge-
teilt [2, 5, 6]. Die Zellen auf der dorsalen Nageloberfliche iiberlappen sich stark und erzeugen somit eine
kompakte und undurchldssige Barriere (Abb. 2) [7].

Wie die Keratinozyten der Epidermis bestehen auch die Onychozyten hauptsidchlich aus Keratinen [8]. Der
Begriff Keratin umfasst Keratinfilamente, Keratinfilament-assoziierte Proteine und andere Proteine, die durch
inter- und intramolekulare Disulfidbriicken sowie Wasserstoffbriicken- oder Peptidbindungen miteinander
verbunden sind [9]. Die in den Onychozyten enthaltenen Keratinfilamente sind in einer Interfilamentmatrix,
bestehend aus schwefelreichen Proteinen mit einem hohen Cysteingehalt, eingebettet. Je hther der Anteil an
Cystein-reichen Proteinen in der Matrix ist, desto mehr Disulfidbriicken kénnen zwischen den Keratinfila-
menten und dieser ausgebildet werden und umso harter ist die Nagelplatte.
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10.0 kv Nail dorsal

Abb. 2: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Oberfliche des menschlichen Nagels (a) enthommen aus [7] und nach Inku-
bation mit Keratinase (b) entnommen aus [10]. Die Korneozyten sind voneinander getrennt, da Keratinase auf die interzelluldre
Matrix einwirkt.

Die Arbeitsgruppe von KITAHARA et al. [11] identifizierte zwei Arten von Keratin: zum einen ‘hartes’ (o-Typ,
Haarkeratin, ca. 80 - 90 %) und zum anderen ‘weiches’ Keratin (epidermales, Hautkeratin, ca. 10 - 20 %) [12,
13]. Hartes Keratin wurde nur in der intermedidren Nagelplatte nachgewiesen und orientiert sich senkrecht
zur Wachstumsrichtung des Nagels, wobei sich die Keratinfilamente in der dorsalen und ventralen Schicht
senkrecht und parallel anordnen kdnnen. Diese Sandwichstruktur verleiht dem Nagel zusdtzlich, neben
Desmosomen und Tight junctions, seine charakteristische Harte und mechanische Festigkeit [14].

Dariiber hinaus hat die Nagelplatte einen geringen Lipidgehalt von maximal 1 %. Die hdchsten Lipidkonzent-
rationen befinden sich in der dorsalen und ventralen Schicht [6]. Die Lipide setzen sich hauptsédchlich aus
freien Fettsduren, Ceramiden, Phospholipiden, Squalenen sowie Cholesterol zusammen und sind in Bilayern
angeordnet [14, 15]. Der Wassergehalt liegt bei ca. 18 %, kann aber je nach relativer Luftfeuchtigkeit, Alter
und Geschlecht stark variieren. Wasser fungiert im Nagel vor allem als Feuchthalter und ist sehr wichtig fiir
dessen Elastizitdt; andernfalls wiirde die Nagelplatte spréde und briichig werden |2, 16).

Des Weiteren wurde aufgezeigt, dass der Nagel tausendmal permeabler fiir Wasser ist als die Haut. Daher
ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass aufgrund dessen und des stark ausgeprdgten Keratinnetzwerkes,
des geringen Lipid- sowie hohen Wassergehaltes im Vergleich zum Stratum corneum die Nagelplatte eine
hydrophile Permeationsbarriere darstellt [6, 17, 18].

2.1.2  Nagelpilzerkrankungen

Verdnderungen im Nagel sind oft ein Zeichen fir dermatologische oder systemische Erkrankungen. Die chro-
nische Pilzinfektion der Nagelplatte und / oder des Nagelbettes, auch Onychomykose oder Nagelmykose ge-
nannt, ist neben Psoriasis eine der hdufigsten Erkrankungen des Nagelorgans. Hauptsachlich wird sie durch
den Dermatophyten 7richophyton rubrum (80-90 %) und sehr selten durch Hefe- oder Schimmelpilze verur-
sacht [19, 20]. Die Nagelplatte bietet den Dermatophyten einen idealen Nadhrboden, da diese sich vorwiegend
von Keratin erndhren.

Zahlreiche epidemiologische Studien, wie das European Achilles Foot Screening Project (n = 13486) und die
kanadische Studie von GUPTA et al. (n = 15000), belegen eine Prdvalenz in der allgemeinen Bevdlkerung von
8 bis 23 %. Mit zunehmendem Alter der Patienten (iiber 70 Jahre) steigt die Pravalenz sogar bis zu 50 % [21,
22]. Pradisponierende Faktoren wie Diabetes mellitus, Angiopathien, periphere Neuropathien, erbliche Veran-
lagung, Psoriasis, sportliche Aktivitdten (u.a. Schwimmen), FuRfehlstellungen und zu enge Schuhe begiinsti-
gen eine Nagelpilzinfektion [23]. Aufgrund der letzteren Faktoren sind Zehenndgel bis zu 19-mal hédufiger
betroffen als Fingernégel [21].

Die ersten Verdnderungen der Nagelplatte werden von den meisten Patienten oft {ibersehen. Anfangs verliert
der Nagel seinen perlmutartigen Glanz und erscheint stumpf. Des Weiteren konnen sich weilliche Linien
bilden. Erst wenn es zu weiB-gelblichen Verfarbungen oder zu Verdickungen der Nagelplatte kommt, wird

4
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der Nagelpilz auch vom Patienten bemerkt. Im fortgeschrittenen Stadium wird die Nagelplatte zunehmend
broselig und briichig, bis meist der gesamte Nagel befallen ist.

Trotz der zunehmenden Zahl der Erkrankungen gibt es nur wenige Therapiemdglichkeiten, die mehr oder
minder effektiv sind. Eine lange Therapiedauer, hohe Riickfallraten und die meist geringe Compliance der
Patienten erschweren den Erfolg der Behandlung. Bei schweren Formen der Onychomykose, wenn bereits
die Nagelmatrix befallen ist, ist aufgrund der hohen Wirksamkeit systemisch verabreichtes Terbinafin das Mit-
tel der Wahl. Ebenfalls kénnen Triazol-Derivate wie Fluconazol und Itraconazol oral oder als Injektionsldsung
verabreicht werden [24]. Griseofulvin wird aufgrund verschiedener unspezifischer Nebenwirkungen kaum
noch eingesetzt. Systemisch verabreichte Antimykotika miissen in hohen Dosen appliziert werden, damit sie
die Nagelplatte in therapeutisch relevanten Konzentrationen {iberhaupt erreichen kénnen [25]. Dies kann zu
massiven Nebenwirkungen wie Dyspepsie, Nausea, Kopfschmerzen, Hautausschlag oder Leberfunktionssto-
rungen fithren. Daher hat sich der Einsatz von therapeutischen Nagellacken, welche Ciclopirox oder Amorol-
fin enthalten, bei milden bis moderaten Formen der Onychomykose bewdéhrt. Dabei sollten jedoch nicht
mehr als 50 % der Nagelplatte und nicht mehr als vier Nagel mit dem Pilz befallen sein. Auch wenn die to-
pisch applizierten Antimykotika nur Heilungsraten zwischen 9 und 38 % erreichen [26, 27], sollten sie der
systemischen Therapie gegeniiber bevorzugt werden, da unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, Kontraindi-
kationen sowie Arzneistoffinteraktionen fast vollstindig ausgeschlossen werden kénnen [28].

2.1.3  Die unguale Penetration von Wirkstoffen und deren Verbesserungsstrategien

Die meisten antimykotischen Wirkstoffe wurden fiir eine orale oder fiir eine Applikation auf der Haut entwi-
ckelt und sind aus diesem Grunde eher lipophil, um eine gute Membranpermeabilitdt zu gewahrtleisten [29].
Der menschliche Nagel stellt aufgrund seiner einzigartigen anatomischen Struktur und seiner Eigenschaften
eine extrem widerstandsfahige Penetrations- bzw. Permeationsbarriere fiir diese Wirkstoffe dar. Die Penetra-
tion von Substanzen in den Nagel kann durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst werden [30]:

a) MolekiilgrofSe:

Erwartungsgemdl zeigten Untersuchungen von MERTIN & LIPPOLD, dass die MolekiilgroRe einen erheblichen
Einfluss auf die unguale Penetration hat. Kleinere Molekiile diffundieren wesentlich besser durch die Nagel-
platte und das dichte Keratinnetzwerk als grofere [31]. Allgemein wird angenommen, dass Molekiile, welche
eine GroBe von 300 Dalton {iberschreiten, schlecht permeieren [29]. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass
die Permeabilitdt von bovinen Hufmembranen 10- bis 30-fach erh&ht ist gegeniiber der menschlichen Nagel-
platte [18]. Es wird vermutet, dass die menschliche Nagelplatte ein dichteres Netzwerk an Keratinfasern be-
sitzt gegeniiber Tierhufen und somit kleinere ,Poren“ entstehen, welche {iberlappen kénnen und dadurch
der Diffusionsweg fiir Molekiile erschwert bzw. verldngert wird [31].

b) Hydrophilie/Lipophilie:

Beziiglich der Lipophilie gibt es in der Literatur widerspriichliche Aussagen. Zum einen konnte die Arbeits-
gruppe um WALTERS et al. eine Verminderung des Permeationskoeffizienten bei steigender Lipophilie von n-
Alkanolen durch den menschlichen Nagel aufzeigen [17]. Zum anderen wurde in zwei weiteren Studien zwar
der gleiche Effekt beobachtet, aber mit der zunehmenden MolekiilgroRe der diffundierenden Substanzen be-
griindet [18, 32]|. Die von WALTERS et al. vermutete lipophile Route fiir stark hydrophobe Substanzen [33]
konnte in anderen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden [18, 34]. Dennoch zeigen neueste For-
schungsergebnisse, dass eine lipophile Route durch Einsatz lipophiler Enhancer ,aktiviert“ werden kann [35].
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In der Arbeit von HARTMANN wurde zudem gezeigt, dass die Diffusionsgeschwindigkeit von Harnstoff in Rin-
derhufmembranen in vitro 1000fach schneller ist als im isolierten menschlichen Stratum Corneum [36]. Da-
her fithren alle Studien zu dem Schluss, dass sich der menschliche Nagel vielmehr wie ein Hydrogel als wie
eine lipophile Membran verhélt und hydrophile sowie gut wasserldsliche Stoffe sich im Vergleich zu lipophi-
len besser in dieses verteilen konnen.

c) Vehikel

Im Vehikel enthaltenes Wasser kann die Nagelplatte hydrieren, welche dadurch quillt. Wenn man nun die
Nagelplatte als Hydrogel betrachtet, fiihrt deren Quellung zu groReren Abstdnden zwischen den Keratinfa-
sern, folglich zu groReren Poren, durch diese die Molekiile besser diffundieren konnen. Hohere Permeations-
raten sind die Folge [30]. Studien zeigten, dass die Permeationskoeffizienten von verdiinnten Alkoholen durch
die Nagelplatte im Vergleich zu unverdiinnten um das Flnffache erhoht waren. Ersetzte man das Wasser
durch unpolare Losungsmittel, welche nicht zu einer Quellung der Nagelplatte fiihrten, dann nahm die Per-
meation ab [33]. Zwar wéren lipophile Vehikel fiir eine topische Applikation wesentlich praktischer als wéss-
rige, da diese besser auf dem Nagel haften und nicht so leicht abwaschbar sind. Fiir die Wirkstoffpenetration
sind sie allerdings von Nachteil.

d) bH-Wert des Vehikels und Ladung der geldsten Substanz

Der pH-Wert einer wéssrigen Formulierung beeinflusst die Ionisation schwach saurer oder basischer Arznei-
stoffe. Dies wiederum beeinflusst die Loslichkeit des Arzneistoffes in der Formulierung sowie in der Nagel-
platte und fiihrt zu Interaktionen mit der Keratin-Matrix [30, 37]. Da Keratin einen isoelektrischen Punkt
(IEP) von ungefdhr 5 besitzt [38], liegt es bei einem pH-Wert < 5 positiv, bei einem pH-Wert > 5 negativ ge-
laden vor. Bei einem physiologischen pH-Wert der Formulierung wiirde es, aufgrund der negativen Absto-
Bung zwischen einem sauren Arzneistoffmolekiil und der Keratinmatrix, zu einer geringeren Affinitdt und
folglich zur verminderten Diffusion kommen. Vergleichend dazu wiirden basische Arzneistoffe zwischen ei-
nem pH-Wert von 5 und 7 aufgrund ihrer positiven Ladung eine hohere Affinitdt zum Nagelkeratin und dem-
zufolge eine bessere unguale Permeation aufweisen [18, 30].

e) Verbesserung der ungualen Penetration — Aktueller Stand der Wissenschaft

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden nur wenige Versuche unternommen, um die unguale Penetration bzw.
die transunguale Permeation zu verbessern [39]. Beispielsweise wurden ein Spray mit Terbinafin-haltigen
Transfersomen [40], ein Mikroemulsionsgel, ebenfalls Terbinafin-haltig [41], ein bioadhdsives Pflaster mit 5-
Aminoldvulinsdure zur Phototherapie der Onychomykose [42] und ein wasserldslicher Nagellack auf Basis von
Hydroxypropylchitosan (Ciclopoli®) entwickelt. Die Applikation des Nagellackes verkiirzte signifikant die
Verzogerungszeit (lag-Zeit, engl. /ag time) von Ciclopirox und Amorolfin im Vergleich zu den Standardprépa-
raten Penlac® und Loceryl® [43]. Auch Transfersomen zeigten eine verbesserte antimykotische Aktivitit
(MIC) gegeniiber Formulierungen ohne Transfersomen [40]. Ebenso konnte das Mikroemulsionsgel die Penet-
ration von Terbinafin gegeniiber dem Standardvehikel verbessern. Diese Studie wurde allerdings an Human-
haut durchgefiihrt, was fiir die Behandlung eines Nagelpilzes wohl eher fraglich ist. HUI et al. untersuchten
die in vitro Penetration von vier Verbindungen neuer Antimykotika, den Oxaborolen. Eine Verbindung
(AN2690, M = 152 g-mol') konnte eine verbesserte Penetration aus einem Propylenglykol-Ethanol-Gemisch
im Vergleich zur kommerziellen Ciclopiroxformulierung (Penlac®) aufweisen [44].

Eingesetzte Enhancer wie Acetylcystein, Mercaptoethanol oder Tiopronin unterstiitzten zwar die unguale
Arzneistoffpenetration, jedoch ging diese immer mit einer irreversiblen Schidigung der Nagelbarriere durch
Reduzierung der Disulfidbriicken einher [37, 45, 46].
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Formulierungen, die ein Keratolytikum wie Harnstoff oder Hautpenetrationsenhancer wie z.B. Propylengly-
kol, Ethanol oder EDTA enthielten, ergaben keinen positiven Effekt auf den ungualen Arzneistofftransport
[47]. Auch physikalische Methoden wie lontophorese hatten keinen Einfluss auf die Permeationsrate sondern
fiihrten nur zu einer erhéhten Hydration des Nagels [46]. Derzeit wird auch der Einsatz von Laserlicht zur
Nagelpilztherapie diskutiert. Es gibt jedoch noch keine brauchbaren Studienergebnisse beziiglich der Hei-
lungsquote bzw. der Erfolgsrate. Ebenso scheint die alleinige Lasertherapie nur in Kombination mit einer topi-
schen Therapie sinnvoll zu sein [48]. Daher besteht weiterhin die Notwendigkeit die unguale Penetration
durch neuartige Drug Delivery Systeme oder Enhancer zu verbessern.

2.2 Die Haut als Applikationsort fiir Arzneimittel
2.2.1 Aufbau und Eigenschaften der Hautbarriere

Die Haut ist eine dulerst effiziente Barriere, erschaffen ,, 7o keep our insides in and the outsides out* [49] und
stellt gleichermaBen einen Kontakt zwischen Umwelt und Organismus her. Sie schiitzt den Organismus ge-
gen mechanische und chemische Einfliisse, vor Strahlung und reguliert den Wasser- sowie den Wéarmehaus-
halt [50].

Die Haut ist aus den drei Schichten Epidermis, Dermis, Subkutis und den Hautanhangsgebilden (Adnexen)
wie Haare, Nédgel, SchweiB- und Talgdriisen aufgebaut (Abb. 3). Die duBerste Hautschicht, die Epidermis,
1dsst sich von auBen nach innen in folgende Schichten unterteilen: Stratum corneum (Hornschicht), Stratum
granulosum (Koérnerschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalzellschicht). Im
Stratum basale werden die Keratinozyten der Epidermis gebildet. Unter Volumenzunahme, Abflachung und
Keratinisierung wandern diese als kernlose Hornzellen, den sog. Korneozyten, ins Stratum corneum. Dort
liegen die Korneozyten ziegelsteindhnlich geschichtet in einer interzelluldren Lipidmatrix vor, welche haupt-
sdchlich fiir die Barriereeigenschaft des Stratum corneums verantwortlich ist (Ziegelstein-Mortel-Modell) [51,
52]. Die Lipidmatrix setzt sich hauptsichlich aus Ceramiden (ca. 40 %), freien Fettsduren (ca. 25 %), Choles-
terol (ca. 25 %), Anteilen von Cholesterolsulfat (ca. 6 %) und Triglyceriden zusammen und ist in multiplen
Bilayern angeordnet [51]. Neben den Keratinozyten befinden sich auch Melanozyten, Merkel-Zellen und Lan-
gerhans-Zellen in der Epidermis.
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Abb. 3: Mikroskopische Ansicht der Haut und des darunter liegenden Gewebes (Abdruck mit freundlicher Genehmigung von
Pearson Education, Inc., 2015) [53]
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Durch Reifung der Langerhans-Zellen bei Antigenkontakt und durch Wanderung in die peripheren Lymph-
knoten aktivieren diese Zellen native T-Helfer-Zellen und leiten folglich die Immunantwort ein [50]. Unter-
halb der Epidermis schlieBt sich die Dermis, getrennt durch die Basalmembranzone, an. Sie besteht aus
Kollagenfasern sowie elastischen Fasern, in denen zahlreiche Blut- und LymphgefdRe eingeflochten sind. Die
Hauptaufgaben der Dermis sind einerseits die Versorgung der gefiBarmen Epidermis mit N&hrstoffen, die
Abwehrfunktion sowie der Informationsfluss und andererseits ist sie ebenso verantwortlich fiir die dulere
Erscheinung der Haut hinsichtlich Elastizitdt und Straffheit.

Die unterste Schicht, die Subkutis, besteht im Wesentlichen aus Fettzellen, dient als Nihrstoff- und Wasser-
speicher umd dem mechanischen sowie warmenden Schutz [50].

2.2.2  Die Hauterkrankung Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis (Schuppenflechte) kann nach ihrem klinischen Bild in zwei Formen eingeteilt werden: in die
pustuldse und in die Plaque-Typ Psoriasis (Psoriasis vulgaris) [54]. Dabei zé&hlt der letztgenannte Typ zu der
am héufigsten auftretenden Form (80 %) und hat in den westlichen Industrienationen eine Prdvalenz von
1,5-2 % [55, 56]. Somit leben in Deutschland knapp 2 Millionen Betroffene. Je nach Erstmanifestation der
Krankheit im Alter kann sie in den Frithtyp und in den Spattyp unterschieden werden (Tab. 1), wobei der
héufiger auftretende Friihtyp meist mit einem schwereren, chronischen Verlauf einhergeht [57]. Aufgrund der
ibermdBigen Proliferation der Keratinozyten kommt es bei der Psoriasis vulgaris zur Entstehung breiter, rot-
schuppiger (erythrosquamdser) Plaques, welche eine scharfe Begrenzung sowie eine Infiltration aufweisen.

Tab. 1: Epidemiologie der Psoriasis vulgaris [54]

Typ-1-Psoriasis (Friihtyp) Typ-2-Psoriasis (Spéttyp)
Prévalenz in Deutschland ca. 2 % (ca. zwei Millionen Patienten)
Verteilung 60 % 40 %
Erstmanifestation < 40. Lebensjahr > 40. Lebensjahr
Familienanamnese meist positiv meist negativ
Verlauf eher schwer eher leicht

Meist sind die Streckseiten der Ellenbogen oder Knie, die Sakralregion oder der behaarte Kopf betroffen. Bei
Kindern kénnen zusitzlich auch das Gesicht und die Genito-Analregion involviert sein [58]. Im Gegensatz zu
dem fritheren Glauben, dass die Schuppenflechte nicht pruritisch sei, tritt bei zwei Drittel der Patienten den-
noch zusdtzlich Juckreiz auf [59].
Um den Schweregrad der Erkrankung festzustellen, konnen der PASI (Psoriasis Area and Severity Index) so-
wie der BSA (Body surface area; Prozentsatz der befallenen Kérperoberfliche) bestimmt werden. Der PASI
ber{icksichtigt die Auspragung der Symptome (R6tung/Erythem, Schuppung und Infiltration) sowie das Aus-
mal des Befalls an den vier Kérperregionen Kopf, Rumpf, Arme und Beine. Ein PASI bzw. BSA von < 10 wird
der leichten Form der Psoriasis zugeordnet; ein PASI bzw. BSA von > 10 der mittelschweren bis schweren
Form. Zusétzlich kann man mit dem dynamischen PASI 50, 75 oder 90 den Prozentsatz an Patienten ange-
ben, die eine mindestens 50, 75 bzw. 90 %-ige Verbesserung des PASI innerhalb eines bestimmten Zeitrau-
mes erreicht haben [54].
Betrachtet man die Ahnlichkeiten im Entziindungsprozess, so zéhlt auch die Psoriasis, neben dem Morbus
Crohn oder der rheumatoiden Arthritis, zu den ,immune-mediate inflammatory diseases* (IMIDs; immun-
vermittelten entziindlichen Erkrankungen) [58, 60]. Dabei spielt das proinflammatorische Zytokin Tumornek-
rosefaktor (TNF) eine zentrale Rolle [61]. Es triggert die Keratinozytenproliferation, stimuliert die Expression
weiterer Entziindungsmediatoren und erleichtert die Einwanderung von Immunzellen durch das Gefdlendo-
8
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thel [62]. Fiir exakte Erkldrungen des Entziindungsprozesses wird auf weitere Arbeiten verwiesen [61, 63,
64]. Die Teilung der Keratinozyten erfolgt achtmal schneller als bei gesunder Haut. Das fiihrt dazu, dass die
Keratinozyten unausgereift sind und der Aufbau der Epidermis gestort wird. Ausloser fiir dieses Zusammen-
spiel von Zytokinen und Immunzellen sind genetische Disposition, Traumata, Infektionen, Stress oder Medi-
kamente [58, 62].

Die Therapie der Psoriasis vulgaris orientiert sich an dem Schweregrad der Erkrankung, Dabei stehen topische
(fiir die leichte Form) sowie systemische (fiir die schwere Form) Optionen und/oder die Phototherapie zur
Verfligung, welche ausfiihrlich in der Leitlinie zur Therapie der Psoriasis vulgaris erldutert werden [54]. Auf-
grund von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, schlechter Vertraglichkeit, Angst und mangelnder Aufkls-
rung des Patienten bestehen jedoch Complianceprobleme seitens der Patienten bei der Einnahme
systemischer Therapeutika [65]. Daher scheint es sinnvoll, ein systemisch wirksames Therapeutikum auch der
topischen Anwendung zur Behandlung der Psoriasis vulgaris zugdnglich zu machen, um die Lebensqualitét
des Patienten und dessen Compliance zu verbessern.

2.2.3 Die dermale Penetration von Wirkstoffen

Wenn ein Arzneistoff auf die Haut appliziert wird, soll er entweder lokal oder systemisch wirken. Dabei kann
der Arzneistoff {iber zwei Transportwege in die Haut gelangen: durch das Stratum corneum selbst (interzellu-
1dr, transzelluldr oder corneodesmosomal; Abb. 4) oder {iber Hautanhangsgebilde (transglanduldr bzw. trans-
follikuldr) [50]. Da die Adnexen der Haut nur 0,1 % der Hautoberfliche beanspruchen, spielen die
transglanduldre und die transfollikuldre Route eher eine untergeordnete Rolle [66]. Dennoch scheint der Arz-
neistofftransport {iber die transfollikudre Route fiir langsam diffundierende sowie hoher molekulare Verbin-
dungen, wie Nanopartikel, bedeutender zu sein als bislang angenommen [67].

Plasma-

Zell- Fettsdure Wasser Ceramide Desmosomen
membran | |

zytoplasma |

Intrazellularer Lipid Wasser | | Matrix Keratin
Raum Cholesterol Triglyceride

Abb. 4: Penetrationswege durch das Stratum corneum: 1 - interzelluldre, 2 - corneo-
desmosomale, 3 - transzelluldre Route. Modifiziert nach [68, 69]

Zwischen der interzelluldren und der transzelluldren Route konnte lange Zeit nur schwer unterschieden wer-
den. Allein durch den hiufigen Wechsel von lipophilen und hydrophilen Domédnen (Korneozyten und Lipid-
matrix) ist die letztgenannte Route eher unwahrscheinlich. /7 wivo Studien mit Nikotinsdureestern
ermittelten einen Diffusionsweg von 350 um [70]. Dieser Weg ist somit 20-mal ldnger als das Stratum cor-
neum selbst und ldsst schlussfolgern, dass dem interzelluldren (lipophilen/unpolaren) Weg die grofite Bedeu-
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tung zukommt [71]. Spédtere Experimente zeigten die diffundierenden Molekiile im Interzellularraum [72, 73]
und es wurde bestétigt, dass sogar kleine polare Molekiile diesen kurvenreichen Weg entlang diffundieren
kénnen [74].

Dabei wandern lipophile Stoffe entlang der lipophilen Kohlenwasserstoffketten der interzelluldren Lipide und
die kleinen polaren Molekiile entlang der hydrophilen Kopfgruppen. Mit Hilfe der Neutronendiffraktion sowie
geeigneten Prdparationstechniken wurde nachgewiesen, dass die Wasserschicht zwischen den hydrophilen
Kopfgruppen weniger als eine Monolayer dick ist (0,16 nm) und somit nur sehr kleine Arzneistoffmolekiile
diese Route nutzen konnen [75]. Daher wire es, aufgrund der hohen Anzahl an Desmosomen, denkbar, dass
die hydrophile Route fiir groRere Molek{ile entlang dieser corneodesmosomalen Strukturen verlduft [69].
Physikochemisch betrachtet, unterliegt der Transportprozess von Molekiilen durch die Hornschicht einer ein-
fachen passiven Diffusion und kann mit dem 1. Fickschen Diffusionsgesetz beschrieben werden. Die treiben-
de Kraft bei der Diffusion ist der Konzentrationsgradient. Daher kann die Penetrationsrate mit steigender
Konzentration oder durch Abnahme der Loslichkeit des Arzneistoffes im Vehikel sowie durch Verbesserung
der Loslichkeit des Arzneistoffes im Stratum corneum erhoht werden [71]. Letzteres konnte zum Beispiel
durch Schaffung von Okklusionsbedingungen oder durch Cotransport von Formulierungsbestandteilen (so/-
vent drag-Mechanismus) begiinstigt werden [50].

Eine Steigerung der Arzneistoffkonzentration im Vehikel, fiihrt folglich zu einem Anstieg der thermodynami-
schen Aktivitdt (Verhdltnis der Konzentration des Wirkstoffes (Cyeniel) ZU dessen Séttigungsloslichkeit (c,) im
Vehikel (Cyener/Cs)) und fordert dessen Liberation aus der Formulierung [76]. Entspricht die Arzneistoffkon-
zentration im Vehikel der Sittigungsloslichkeit, erreicht dito die thermodynamische Aktivitdt ihr Maximum;
d.h., dass eine 5 %-ige und eine 10 %-ige Suspension des gleichen Wirkstoffes im selben Vehikel den gleichen
Flux ergeben [71, 77]. Jedoch sind neben der thermodynamischen Aktivitdt auch andere Parameter entschei-
dend fiir die Wirkstoffaufnahme in die Haut: der Arzneistoff, das Vehikel und die Haut selbst.

a) Arzneistolf

Hinsichtlich der Tatsache, dass das Stratum corneum insgesamt einen stark lipophilen Charakter aufweist,
sollten dermal applizierte Arzneistoffe eine ausreichende Lipophilie besitzen. Primdr steigt die Penetrationstra-
te bei Zunahme des Verteilungskoeffizienten (VKsc venixe 0d€T VKocianol/wasser) a1 [76, 78]. Dennoch wiirde eine
zu ausgeprdgte Lipophilie zu einer Depotbildung im Stratum corneum flihren und einer Penetration in die
weniger lipophilen Epidermisschichten entgegenstehen. Daher wird postuliert, dass eine Substanz gut pene-
triert, wenn ihr Verteilungskoeffizient einen Wert nahe 1 aufweist [79]. Ebenso wird angenommen, dass eine
MolekiilgréBe von kleiner 500 Da sich positiv auf die Transportrate auswirkt [80, 81]. Bei geladenen Molekii-
len wdre es zusdtzlich sinnvoll, den pH-Wert der Formulierung nahe des isoelektrischen Punktes (IEP) einzu-
stellen, da an diesem das Molekiil seine gréBtmogliche Lipophilie besitzt (siehe auch Kapitel 4.2.3.3). Die
physikochemischen Grenzen fiir einen passiven transdermalen Transport sind in Tab. 2 kurz zusammenge-
fasst:

Tab. 2: Limitierende Grenzen fiir den dermalen Transport nach [82]

Eigenschaft Grenzwert
Wasserloslichkeit > 1 mg- ml'
Verteilungskoeffizient (log 7) ~ 1 oder groBer
Molekulargewicht <500 Da
Schmelzpunkt <200 °C
Dosis <10mg/d
pH-Wert der geséttigten, wéssrigen Losung 5-9
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b) Vehikel

Die Wahl des Vehikels wirkt sich ebenfalls auf die Hydratation und Permeabilitdt der Haut aus. Okklusive
Verbinde und Lipidgrundlagen, wie Silikone oder Ole, verhindern einen Wasserverlust, fiihren zu einer star-
ken Hauthydratation und somit zu einem starken Anstieg der Permeabilitit, was vor allem fiir hydrophile
Stoffe vorteilhaft wére. Jedoch sind solche Formulierungen aus kosmetischer Sicht wenig elegant. Emulsionen
oder Cremes vom W/O-Typ reduzieren den Wasserverlust und fiihren ebenfalls zu einer gesteigerten Haut-
permeabilitdt. W/O-Prdparate sind hdufig als Nacht-, Fett- oder Cold Cremes im Handel. Bei O/W-Systemen
ist der Hydratationseffekt nur noch gering ausgeprégt [79]. Jedoch kann sich bei diesen Systemen die Eigen-
penetration von dem in den Formulierungen enthaltenen Wasser positiv auf den Verlauf der Penetration von
wasserldslichen Stoffen auswirken (solvent drag) [50]. Der Zusatz von penetrationsférdernden Substanzen
sowie der Einsatz {iberséttigter Losungen kann die Transportrate von Arzneistoffen ebenfalls verbessern [83].

c) Haut

Der Aufbau und die Zusammensetzung der Haut an unterschiedlichen Koérperstellen nehmen ebenfalls star-
ken Einfluss auf das Penetrationsverhalten von Wirkstoffen. So kann zum Beispiel die Hornschichtdicke stark
variieren (Fulsohle ca. 500 ym vs. Unterarm ca. 10 pum), was zu einem Anstieg der lag-Zeit (Erreichen eines
FlieBgleichgewichtes) flihrt. Auch ist der Lipidgehalt von Region zu Region verschieden und beeinflusst die
Penetrationsbarriere. Dass ferner sich die Durchldssigkeit mit dem Alter dndert, ist allgemein bekannt. Der
Gesamtwassergehalt im Stratum corneum betrdgt unter Normalbedingung (i vvo) 5 bis 15 %. Unter dem
Einfluss von Okklusion kann dieser auf 50 % gesteigert werden, was vor allem fiir die Penetration von hydro-
philen Arzneistoffen niitzlich ware [50, 79).

2.2.4  Verbesserungstrategien der dermalen Penetration

Gegenwdrtig gibt es zahlreiche Wege, die dermale Penetration von Wirkstoffen zu verbessern. Abb. 5 soll
einen Uberblick {iber die verschiedenen und gingigsten Methoden geben. Die in der Arbeit fokussierten Mdg-
lichkeiten sind in der Ubersicht rot markiert.

Strategien zur Verbesserung der
Hautpenetration

Verdnderung der Umgehung des Physikalische
Hornschicht Stratum corneum Methoden

Eutelktische Systeme Mikroemulsionen Chemische Enhancer Ablation
Follikuldrer Transport

Wirkstoff Vehikel

Ionenpaarbildung Transfersomen

Chemische

Modifikation

B Photomechanische
Salzbildung Nanogel Wellen

Gestreckte
Mikropartikel

Abb. 5: Strategien zur Verbesserung der dermalen Hautpenetration (modifiziert nach [84, 85] und erginzt durch [86, 87])
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Dariiber hinaus sind auch Kombinationen der einzelnen Methoden mdoglich. Zum Beispiel wurde der Einsatz
von Mikronadeln kombiniert mit der Magnetophorese fiir die Penetration von Peptiden in einem aktuellen
Artikel diskutiert [88]. In einer weiteren kiirzlich veréffentlichen Studie wurde der Einfluss der Partikelform
auf die Penetration von Vitamin A und B; untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass ldngliche (engl. e/ongate)
Mikropartikel im Gegensatz zu runden Partikeln zu einer gesteigerten Penetrationsrate fithrten [86).

Fiir viele der genannten Methoden wurden vielversprechende Produkte entwickelt. Rapydan®, ein Pflaster
zur lokalen Analgesie mit einer eutektischen Mischung aus Lidocain und Tetracain, welche sich auf 26 bis
34 °C erwéarmt und zu einem schnellen Wirkeintritt (20-30 min) in der Haut fihrt, ist in Europa seit 2008
zugelassen [89]. Bekannte Systeme, die auf dem Prinzip der lontophorese basieren, sind zum Beispiel Zecui-
ty™ (enthilt Sumatriptan), Lidosite™ (Lidocain-Hydrochlorid/Epinephrin) oder Ionsys™ (Fentanyl, Zulas-
sung entzogen). Ebenso riicken die Prinzipien beruhend auf photomechanischen Wellen oder Ultraschall
immer weiter in den Fokus der Forschung [90, 91].

2.2.4.1 Dermale Anwendung von Mikroemulsionen

Heutzutage ist allgemein bekannt, dass Mikroemulsionen zu den modernen, kolloidalen Wirkstofftragersys-
temen gehoren. Seit ihrer ersten Erwdhnung im Jahr 1943 von HOAR & SCHULMANN [92] wurden sie bis zum
jetzigen Zeitpunkt zum Gegenstand zahlreicher Studien [93]. Mikroemulsionen werden als Systeme beste-
hend aus Wasser, Ol und Emulgator, welche transparent, optisch isotrop und thermodynamisch stabil sind,
definiert [94, 95]. Der Begriff Mikroemulsion (ME) ist im Angesicht ihrer physikochemischen Eigenschaften
zweifach irrefiihrend: Erstens, es handelt sich nicht um eine Emulsion (milchiges Erscheinungsbild), sondern
um eine kolloidale Losung (opaleszentes/transparentes Erscheinungsbild) und zweitens, die GréBe der kolloi-
dale Phase liegt im Nanometer- und nicht im Mikrometerbereich [96]. Mikroemulsionen sind aufgrund ihrer
speziellen Eigenschaften als galenisches Vehikel duBerst attraktiv. Sie sind prinzipiell einfach herzustellen, da
sie sich spontan bilden kdnnen, sie bieten eine hohe Stabilitdt, besitzen ein exzellentes Solubilisierungsver-
mogen flir hydrophile sowie fiir lipophile Stoffe und férdern die Penetration in die Haut. Ebenso sind sie gut
applizierbar, da sie eine niedrige Viskositdt besitzen. Dass ihr Einsatz zu einer Verbesserung der dermalen
Penetration von Arzneistoffen fiihrt, konnte in zahlreichen Arbeiten belegt werden und ist in dem Uber-
sichtsartikel von HEUSCHKEL et al. [93] umfassend dargestellt.

Jedoch konnte sich trotz der vielen Vorteile bis heute kein Marktprodukt zur dermalen Anwendung etablie-
ren. Einerseits spielt der meist hohe Tensidgehalt hier eine entscheidende Rolle, da in hoheren Konzentratio-
nen irritative Hautreaktionen zu erwarten sind. Daher ist es ein hoher Anspruch an den Forscher,
Mikroemulsionen mit einem geringen Gehalt an hautvertrdglichen Tensiden zu entwickeln. Andererseits ist
eine ME zwar einfach herzustellen, wenn man erst einmal das richtige Verhéltnis zwischen Ol, Wasser, Ten-
sid und Cotensid gefunden hat. Allerdings kann es, bei einem Chargenwechsel von einem der Bestandteile,
zu einer Verschiebung des Mikroemulsionsgebietes im Phasendiagramm und somit zum Verlust der Mikro-
emulsionseigenschaften kommen.

Abseits der dermalen Anwendung konnten sich in anderen Bereichen der Pharmazie einige Mikroemulsions-
préparate beweisen. So konnte zum Beispiel durch Einsatz einer ME die orale Resorption des Peptides Ciclo-
sporin verbessert sowie interindividuelle und intraindividuelle Schwankungen stark minimiert werden (Han-
delsname: Sandimmun® Optoral) [97]. Des Weiteren existieren Augentropfen in Form einer ME zur Anwen-
dung bei trockenem Auge oder zur Reepithelisierung der Hornhaut nach Augenoperationen bzw. -
verletzungen, welche die physiologische Lipidbarriere wiederherstellen (Handelsname: LIPIMIX™). Die lipo-
phile Phase besteht aus den physiologischen Bestandteilen des Tranenfilms [98].
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2.24.2 Einsatz von chemischen Penetrationsenhancern

Obwohl es heutzutage eine Vielzahl an chemischen Substanzen gibt, welche die dermale Penetration nach-
weislich verbessern, besitzen die meisten von ihnen nicht die idealen Voraussetzungen fiir eine Anwendung
an der menschlichen Haut. Wiinschenswerte Eigenschaften sind vor allem, dass Enhancer kein irritatives
oder allergisches Potential besitzen und die Hautbarriere nur reversibel beeinflussen [49]. Die Wirkungsweise
von Penetrationsenhancern auf molekularer Ebene ist bis heute noch nicht vollsténdig aufgeklért. Je nach
Enhancer gibt es unterschiedliche Mechanismen. Es wird angenommen, dass es zu einer Fluidisierung der
Stratum corneum Lipide kommt, deren lamellare Ordnung gest6ért wird und dass eine Phasenseparation her-
beigefiihrt werden kann [99, 100]. Ebenso kdnnen sie die Arzneistoffloslichkeit im Stratum corneum verbes-
sern, die Proteinbestandteile modifizieren oder die Wasserstruktur zerstéren [101].

In der Arbeit von KARANDE et al. [102] konnten mit Hilfe von Gemischen nicht irritativer Enhancer sogar
Makromolekiile (< 10 kDa) transdermal appliziert werden. Jedoch weisen auch diese Wissenschaftler darauf
hin, dass gréBere, hydrophile Molek{ile fiir eine dermale Gabe wenig geeignet sind. Fiir weiterfiihrende In-
formationen kann auf die zahlreichen Ubersichtsarbeiten, wie von LANE [103], WILLIAMS [49] oder BARRY [68],
verwiesen werden. Sie haben die Penetrationsenhancer nach verschiedenen Gruppen eingeteilt, deren Wirk-
mechanismen beschrieben, deren mdgliche Anwendung auf der Haut beurteilt und den penetrationssteigern-
den Effekt quantifiziert [76].

2.2.4.3 Bedeutung der lonenpaarbildung

Im Jahre 1926 wurde von BJERRUM erstmalig die Bildung von Ionenassoziaten beschrieben [104]. Seit diesem
Zeitpunkt wird das Konzept der lonenpaarbildung in vielen Bereichen der Chemie und Pharmazie genutzt. Es
koénnen durch den Einsatz von geeigneten Gegenionen Arzneistoffe extrahiert und analysiert werden [105].
Auch wird die Ionenpaarchromatographie seit langer Zeit in der Analytik angewandt [50, 106]. Neben den
analytischen Methoden stellt die Ionenpaarbildung ebenso eine Mdglichkeit dar, geladene Arzneistoffe mit
vorwiegend hydrophilem Charakter einer dermalen Anwendung besser zuginglich zu machen.

Da die interzelluldre Route, entlang der lipophilen Regionen des Stratum corneums, die Hauptroute fiir die
perkutane Absorption von Arzneistoffen darstellt, ist es offensichtlich, dass Wirkstoffe mit lipophilen Eigen-
schaften eher durch diese Barriere diffundieren als mit hydrophilen. Somit ist es auch nachvollziehbar, dass
Molekiile in ihrer nicht-ionisierten Form bessere Transportparameter durch biologische Membranen aufwei-
sen als deren ionisierte Form. Der Zusatz eines lipophilen Gegenions zu einem hydrophilen, geladenen Mole-
kiil scheint sinnvoll, da der resultierende ,lonen-Komplex“ elektrisch neutral ist und messbare lipophile
Eigenschaften besitzt (Bestimmung des VKocunoywasser) [107]. Die entstandenen Ionenpaare werden durch
Coulombsche Krifte zusammengehalten und stehen mit ihren freien Ionen im Gleichgewicht [108]. Voraus-
setzung fiir die Bildung eines lonenpaares sind strukturelle Eigenschaften wie MolekiilgroRe und -form, Flexi-
bilitdt des Molekiils sowie Solvatationseigenschaften [109]. Damit das entstandene Ionenpaar auch erfolgreich
durch die Membran diffundieren kann, spielen die physikochemischen Eigenschaften beider Molekiile eine
entscheidende Rolle. Somit sollte ein Gegenion folgende Eigenschaften besitzen:

1. hohe Lipophilie bel ausreichender Loslichkeit,
2. physiologische Vertrdglichkeit,
3. allgemeine und metabolische Stabilitat.

4. gute analytische Bestimmbarkeit [110, 111].
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Der letzte Punkt ist entscheidend, um Informationen iiber den Transportmechanismus zu erhalten. In Abb. 6
ist der mogliche Ionenpaartransport durch lipophile Membranen dargestellt. Das lonenpaar diffundiert in je-
dem Fall durch die Membran entlang eines Konzentrationsgefdlles. Im wéssrigen Akzeptor angelangt, kann
das [onenpaar wieder in seine geladene Form dissoziieren.
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Abb. 6: Moglicher Ionenpaartransport durch Membranen bei gleichzeitiger Gabe von Wirkstoff (A’) und Gegenion (K*) modifi-
ziert nach [111]

In den Ubersichtsarbeiten von JONKMAN & HUNT sowie von NEUBERT ist eine Vielzahl von Forschungsergeb-
nissen zusammengefasst, welche kontrovers diskutiert werden [111, 112]. Jedoch zeigen die Ergebnisse aktu-
eller Studien, dass die Anwendung des Ionenpaarkonzeptes durchaus eine erfolgsversprechende Methode
sein kann. Es konnte zum Beispiel die Konzentration von Adefovir (Virustatikum zur Behandlung der chroni-
schen Hepatitis B) in der lebenden Epidermis und in der Dermis durch den Einfluss eines méglichen Gegen-
ions um das 30fache bis 60fache gesteigert werden [113]. In einer Studie von VALENTA et al. verbesserte sich
der Flux von Lidocain ebenfalls durch Zugabe eines Gegenions [114]. Und die Arbeitsgruppe um MA et al.
berichtete, dass der Flux von Flurbiprofen durch Ionenpaarbildung deutlich gesteigert werden konnte als
durch Zusatz einiger Penetrationsenhancer [115]. Interessanterweise gab es 2007 eine Studie, in der die Los-
lichkeit des Ionenpaars durch Inkorporation in eine ME stark angehoben werden konnte. Die Ergebnisse die-
ser Studie zeigten, dass sich die Kombination aus ME und Ionenpaar sehr niitzlich auf die Hautpermeation
von Diclofenac auswirkte [116]. Somit bleibt zusammenfassend festzustellen, dass durch das Konzept der Io-
nenpaarbildung die dermale Penetration von hydrophilen Arzneistoffen verbessert werden konnte.
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3 MODERNE VEHIKEL FUR DIE UNGUALE APPLIKATION DES NEUEN
ANTIMYKOTIKUMS EV-086K

3.1 Motivation und Zielstellung

Der Nagelpilz ist eine chronische Erkrankung, welche ohne Behandlung nicht von allein ausheilt. Jedoch ist
die Therapie sehr langwierig und ebenso aufwendig. Oft kommt es zum Wiederbefall des noch nicht ausge-
heilten Nagels oder zum Befall weiterer Nédgel. Neben dem unangenehmen Gefiihl, durch die Verdickung der
Nagelplatte, leiden die Patienten teilweise stark unter dem &sthetischen Aspekt. Die Therapieoptionen sind
begrenzt und durch die Non-Compliance des Patienten nicht immer erfolgversprechend.

Die Firma Evolva Holding SA, welche sich unter anderem auch auf Pflanzenschutzmittel spezialisiert, ent-
deckte eine Substanz (EV-086K) mit sehr guten antimykotischen Eigenschaften. Daraufhin initiierte die Firma
die Idee, diesen Wirkstoff ebenfalls ungual gegen Nagelpilz anzuwenden. Das folgende Kapitel befasst sich
mit den physikochemischen Eigenschaften des neuen Antimykotikums sowie der Entwicklung geeigneter
Formulierungen fiir eine topische Applikation auf der Nagelplatte. Zusétzlich soll dieses Kapitel beleuchten,
inwieweit eine Formulierung Einfluss auf das unguale Penetrationsverhalten nehmen kann.

3.2  EV-086K — ein neuer antimykotischer Wirkstoff
3.2.1  Pharmakologie

Bei EV-086K (Pomecin™ A) handelt es sich um das Kaliumsalz einer pflanzlichen Diin-Furan-Fettsdaure-
Verbindung, synthetisiert von der Firma Evolva Holding SA (IUPAC-Name = Kaliumsalz der (97)-14-(2-
Furyl)Tetradec-9-en-11,13-Diinsdure; Abb. 7). Diine sind organische Verbindungen mit zwei Dreifachbindun-
gen. Diese Diin-Verbindungen sollen das OLE[-Protein in Pilzen und Hefen inhibieren bzw. dessen
Transkriptionscoaktivatoren MGAZ2 und SPT2 hemmen [117, 118].

A w5
A

H H

Abb. 7: Chemische Struktur von EV-086K

Das OLE[-Protein ist ein wichtiges Enzym fiir die Synthese von ungesittigten Fettsduren in diesen Organis-
men. Als sogenannte Desaturase {ibertragt es Elektronen von einem Substrat auf ein anderes und kann somit
Doppelbindungen erzeugen [119]. Das OLE[-Protein katalysiert die Entstehung einer Doppelbindung zwi-
schen C9 und C10 von Palmitoyl-CoA (16:0) und Stearyl-CoA (18:0) und ermdglicht so die Synthese von
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Palmitoleinsdure (16:1) und Olsdure (18:1) (Abb. 8) [120]. Durch die Hemmung des OLE/-Proteins steht den
Organismen keine Olsdure mehr zur Verfiigung. Dies fiihrt in der Zellmembran zu einem Ungleichgewicht
zwischen geséttigten und ungesdttigten Fettsduren. Somit kann die Fluiditdt der Membran nicht mehr auf-
rechterhalten werden und deren Funktionalitdt geht verloren [121]. In in vitro Versuchen zeigte EV-086K
eine potente Aktivitdt gegen ein breites Spektrum an Erregern, wie Candida, Aspergillus oder Trichophyton
rubrum (MIC = 4 ng-ml') [117]. Es stellt ein Antimykotikum mit einem neuartigen Wirkmechanismus dar
und konnte in Zukunft zur Behandlung von Pilzerkrankungen wie z.B. der Onychomykose eingesetzt wer-
den.

Cytoplasma
Acetyl-CoA-
Carboxylase Cytoplasma-
membran

Acetyl-CoA _> Malonyl-CoA

\/

Fettsaure- Synthase
CO-S-CoA Komplex

/ Zellwand

(—j\‘ CO-S-CoA
gesittigte Desaturase OLE1 ungesittigte
Fettsauren £ Fettsduren

.

Phosphollplde

Einlagerung in
die Membran

Abb. 8: Synthese von Fettsiuren in einer Pilzzelle erstellt in Anlehnung an [122]

3.2.2  Physikochemische Eigenschaften

Da es sich bei EV-086K (M = 322,44 g-mol') um ein neu synthetisiertes Molekiil handelt, sind gegenwirtig
keine physikochemischen Eigenschaften bekannt. Fiir die Entwicklung geeigneter Analyseverfahren, Extrakti-
onsmethoden und Formulierungen ist jedoch die Bestimmung dieser Eigenschaften notwendig. Mit Hilfe der
Software MarvinSketch [123] konnten erste Parameter berechnet werden: Der pK,-Wert der deprotonierten
Carboxylgruppe betrdgt 9,01. Demzufolge liegt oberhalb eines pH-Wertes von 7 zu 99 % die dissoziierte
Form vor. Bei diesem pH-Wert ist folglich mit einer elektrostatischen Abstoung zwischen dem negativ gela-
denen Arzneistoff und den negativ geladenen Keratinfilamenten der Nagelplatte zu rechnen, was zu einer
verminderten Penetration in den Nagel fithren kénnte.

3221 Sittigungslosiichkeiten

Fiir die Entwicklung geeigneter Formulierungen und flir die Bestimmung von effektiven Extraktionsmitteln
flir den Wirkstoff wurden die Sattigungsloslichkeiten in verschiedenen Medien bestimmt:
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Tab. 3: Sdttigungsloslichkeiten von EV-086K in verschiedenen Medien (MW=SD, n=3)

Medium ¢, [mg-ml’| Loslichkeit nach Ph. Eur. [124]

Wasser 3279+ 572  Leicht16slich 100 - 1000 mg-mi™
Propylenglykol 607,9 + 67,4  Leicht16slich 100 - 1000 mg-ml™’
Pentylenglykol 5549 + 63,9  Leicht16slich 100 - 1000 mg-ml™’
Methanol 21524+ 65,2  Sehr leicht 16slich iber 1 g-ml™
Ethanol 473+ 2,2 Loslich 33- 100 mg-mi™
Transcutol® P 1634,2 + 138,2  Sehr leicht 18slich iiber 1 g-ml™
Soluphor® P 7202+ 67,6  Leicht I6slich 100 - 1000 mg-mi™
Glycerol 0,4+ 0,1 Sehrschwer Igslich 0,1-1mgml’
Isopropanol 36+ 0,1 Schwer lgslich 1-10 mg-ml™’

Methanol scheint im Vergleich zu Ethanol oder Isopropanol ein exzellentes Extraktionsmedium fiir diesen
Wirkstoff darzustellen. Uberraschenderweise ist EV-086K leicht 18slich in Wasser. Dies kénnte zum einen
durch die Salzform (Kaliumsalz) des Wirkstoffes und zum anderen durch die Bildung von Mizellen erkldrt
werden (siehe Kapitel 3.2.2.3). Es konnten sogar noch hohere Mengen EV-086K in Wasser geldst werden (bis
zu 2,5 g'ml!). Allerdings kam es oberhalb der angegebenen Konzentration zu einer deutlichen Viskositéitser-
hohung der wéssrigen Phase. Dies kdnnte durch die Ausbildung fliissigkristalliner Strukturen hervorgerufen
worden sein. Substanzen wie Transcutol® P, Soluphor® P (SP) und Propylenglykol 1dsen den Arzneistoff eben-
falls in hohen Mengen und stellen geeignete Inhaltsstoffe fiir eine mdogliche topische Formulierung dar, die
zusdtzlich die Wirkstoffpenetration steigern kdnnten.

3.2.2.2 Kritische Mizellbildungskonzentration

Die Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) ist eine charakteristische GroRe fiir ein Tensid in einem
bestimmten Losungsmittel und gibt an, ab welcher Konzentration die Tensidmonomere sich zu Mizellen zu-
sammenlagern. Oberhalb der CMC bleibt demzufolge die Monomerenkonzentration konstant und es entste-
hen bei weiterer Erhohung der Tensidkonzentration nur noch weitere Mizellen bzw. hohere
Ordnungszustdnde wie Fliissigkristalle. Durch Messung der Leitfdhigkeit, der Oberflichenspannung oder
durch Ermittlung des Triibungspunktes kann die CMC bestimmt werden. Eine weitere, einfache und schnelle
Methode stellt die Messung der elektrischen Stromstédrke mittels Kapillarzonenelektrophorese (CZE) dar [125,
126]. Da es sich bei EV-086K um ein ionisches Molekiil handelt, kam diese Methode zum Einsatz.

Die gemessenen Stromstdrken (in pA, 7=3) wurden in einem Diagramm gegen die verschiedenen EV-086K-
Konzentrationen (0,86 bis 110 pg-ml! in wissriger Losung) aufgetragen. Zwei Geraden mit den folgenden
Parametern (Tab. 4), deren Schnittpunkt die CMC in Wasser darstellt, wurden ermittelt:

Tab. 4: Geradengleichungen und deren Schnittpunkt zur Ermittlung der CMC von EV-086K

Geradengleichung I Geradengleichung II 1 11
Y = 0,83356 + 0,01938 X Y = 1,1 +0,00545 X 0,99995 |
Schnittpunkt beider Geraden Y=12 X=19,13

Demzufolge bilden sich bereits {iber einer EV-086K-Konzentration von 19 pg-ml' in Wasser Mizellen, bei
denen die lipophilen Bereiche nach innen gerichtet sind und die hydrophilen Kopfgruppen nach auflen.
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3.2.2.3 Untersuchungen mit dem Polarisationsmikroskop

Mit Hilfe von polarisiertem Licht ist es moglich, fliissigkristalline Strukturen n&her zu untersuchen bzw. zu
unterscheiden. Im Gegensatz zu Mikroemulsionen, welche optisch isotrop sind und keine Doppelbrechung
zeigen, kdnnen durch Einsatz von polarisiertem Licht die verschiedenen Phasen (lyotrope Fliissigkristalle und
Mesophasen) anhand ihrer spezifischen Strukturen identifiziert werden.

Da der Wirkstoff EV-086K eine sehr niedrige CMC besitzt und in Wasser bis zu einer Konzentration von
2,5 g'ml’ eine ausgeprigte Viskosititserhohung zeigte, sollte nun aufgeklirt werden, ob sich fliissigkristalline
Strukturen ausbilden. In Abb. 9 a-c sind die mikroskopischen Aufnahmen von EV-086K in Wasser dargestellt.
Die Bilder zeigen, dass es sich wahrscheinlich um eine lyotrope nematische Phase handelt. Entsprechend den
Untersuchungen von MARTIN et al. [127] kann ferner eine hexagonale Phase vermutet werden (Vergleich
Abb. 9 ¢). Bei Konzentrationen unterhalb der ¢, von 328 mg:ml! wurden keine anisotropen Strukturen be-
obachten, was ein Hinweis auf isotrope Systeme, wie Mizellen oder Losungen, sein kann.

\
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Abb. 9: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen von EV-086K mit 500- (a) bzw. 200facher (b) VergroRerung sowie einer hexa-
gonalen Textur von C16TA-ZnCl-60 (200fach vergroBert) aus [127]

Da die Bildung fliissigkristalliner Strukturen von der Tensidkonzentration abhdngt, ldsst sich vermuten, dass
die EV-086K Monomere bei niedrigen Konzentrationen Mizellen bilden, welche dann bei Konzentrationser-
héhung zu Stdbchenmizellen werden. Diese wiederum kénnen nematische Phasen ausbilden und gehen bei
weiterer Konzentrationserhohung in hexagonale Phasen tiber (Abb. 10 - links).

nematische N -Phase hexagonale Phase

[ ansteigende Tensidkonzentration >

Abb. 10: Links: Strukturbildung lyotroper Fliissigkristalle in Abhdngigkeit von der Tensidkonzentration aus [128] Rechts: Verein-
fachte Darstellung einer moglichen inversen Stabchenmizelle von EV-086K

Aufgrund der Geometrie des EV-086K-Molekiils (Abb. 10 - rechts), welches aus einem kleinen polaren Kopf
und aus einem ausgeprdgten lipophilen Teil besteht, ist es ebenfalls sehr wahrscheinlich, dass sich ab hohen
Konzentrationen inverse Stabchenmizellen und folglich invers-hexagonale Phasen bilden. Dadurch kénnen
sich die Strukturen verhaken und es kommt zu einer starken Viskositdtserhohung der Losung. Letztlich wa-
ren auch Gelstrukturen denkbar, die sich vor allem bei niedrigen Temperaturen bilden, unspezifische Textu-
ren aufweisen und sehr inhomogen sind. Denn der {iberwiegende Teil der fliissigkristallinen Phasen wird
nicht aus einer kristallinen Phase, sondern aus Gelphasen gebildet [128].
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3.2.2.4 Verteilungskoeffizient

Um Aussagen {iber die Lipophilie von EV-086K und dessen Penetrationsverhalten zu erhalten, sollte der Ver-
teilungskoeffizient ermittelt werden. Wéhrend fiir die Penetration in die Haut ein log ~Wert von 1 ein Opti-
mum darstellt, kann angenommen werden, dass fiir die Penetration in den Nagel, der sich wie eine
hydrophile Gelmembran verhdlt, eine héhere Hydrophilie, folglich ein kleinerer Verteilungskoeffizient von
Vorteil ist (siehe Kapitel 2.1.3) [18, 34|. Aufgrund der emulgierenden Eigenschaften von EV-086K konnte die
ibliche Schiittelmethode unter Verwendung des Octanol-Wasser-Systems nicht zum Einsatz kommen, da
beide Phasen sich zu einer Emulsion vereinten. Deshalb wurde eine alternative Methode nach VALKO et al.
verwendet [129], die zeigen konnte, dass die Retentionszeit einer Verbindung in der Umkehrphasen-HPLC
von deren Lipophilie abhdngt und daher mit dem Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient korreliert. Die Reten-
tionszeiten von sieben Referenzsubstanzen mit bekannten log A~Werten als auch von EV-086K konnten er-
folgreich bestimmt werden und sind in Abb. 11 dargestellt.
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EV-086K

.
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Abb. 11: Chromatogramm der HPLC-Messung zur Ermittlung des log P-Wertes (Retentionszeiten von Thioharnstoff,

Nitrobenzol, Toluol, Thymol, Diphenylamin, Biphenyl, n-Butylbenzol, EV-086K: von links nach rechts).

Aus den erhaltenen Retentionszeiten kann fiir jede Verbindung der Kapazitdtsfaktor K nach Gleichung (1)
errechnet werden [130]. Die logarithmierten K-Werte werden nun in einem Diagramm gegen den bereits be-
kannten log ~AWert aufgetragen (Tab. 5).

te- ty

K= - Gleichung (1)
0

K Kapazitétsfaktor ty Retentionszeit t, Totzeit
Mittels Geradengleichung konnte fiir EV-086K ein log AWert von 5,77 + 0,01 bei einer Temperatur von
32 °C errechnet werden. Dieser Wert entspricht in etwa dem von der Software ermittelten Wert von 4,54 +

1,38 und weist auf eine starke Lipophilie des Molekdils hin [131]. Die ausgeprdgte Lipophilie von EV-086K
konnte demzufolge hinderlich fiir die Penetration durch die Nagelplatte sein.
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Tab. 5: Retentionszeit in min, log K- und log P-Werte der Referenzsubstanzen sowie von EV-086K (MW=SD, n=3)

Substanz Retentionszeit [min| log K log P
Nitrobenzol 2,45+ 0,02 - 0,210 + 0,009 1,85
Toluol 3,29 + 0,04 0,068 + 0,008 2,73
Diphenylamin 4,76 £ 0,09 0,330 £ 0,010 3,50
Biphenyl 6,36 + 0,14 0,504 = 0,011 3,08
n-Butylbenzol 7,86 + 0,20 0,622 + 0,012 4,38
Thioharnstoff 1,52 + 0,01 - - 1,08
EV-086K 19,51 + 0,43 1,066 + 0,009 4,54 +1,38*

* berechnet mit ALOGPS 2.1

3.2.2.5 Stabilititsuntersuchungen

Aufgrund der zwei vorhandenen Dreifachbindungen und der Doppelbindung ist EV-086K oxidationsempfind-
lich. Unter Lichteinfluss kommt es zur starken Braunfarbung der wassrigen EV-086K-Lésung. Deshalb wurde
die Stabilitdt in wissriger und alkoholischer Losung (Ethanol/Isopropanol 85/15 %, m/m) mit jeweils
1 %igem EV-086K-Gehalt bei Raumtemperatur und kiihler Lagerung (8 bis 12 °C) untersucht. Alle Proben
wurden stets unter Lichtausschluss gelagert. Dem alkoholischen Gemisch wurden zwei Antioxidantien hin-
zugesetzt: je 0,05 % (m/m) Tinogard® TT und Tinogard® TL (Abb. 12).

i e

Abb. 12: Chemische Struktur von Tinogard® TT (links) und Tinogard® TL (rechts)

Tinogarad® TT (INCI: Pentaerythrityl-tetra-di-t-butyl-hydroxylhydrocinnamate) ist ein effektives Mittel, um
oxidationsempfindliche Bestandteile zu schiitzen. Typisch eingesetzte Konzentrationen liegen zwischen 0,02
bis 0,3 %. Tinogard® TL (INCI: Benzotriazolyl-dodecyl-p-cresol) soll als UV-Stabilisator in Konzentrationen
von 0,03 bis 0,1 % die Verfarbung des Produktes nach Lichteinwirkung verhindern {132, 133]. Da beide An-
tioxidantien nicht in Wasser 16slich sind, wurde fiir die wéssrige Losung Ascorbinsdure in 0,1 %iger Konzent-
ration eingesetzt. Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen sind in Abb. 13 dargestellt.

a) Stabilitdt von EV-086K in wéssriger Losung:

Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass der Wirkstoff bei kiihler Lagerung ohne Ascorbinsdurezusatz in
wassriger Losung {iber drei Monate stabil war. Bei Raumtemperatur nahm der EV-086K-Gehalt in Wasser
geringfligig ab. Der Zusatz von Ascorbinsdure fiihrte zu einer starken Abnahme der Wirkstoffkonzentration,
was anscheinend auf eine Esterreaktion zwischen der Carboxylatgruppe von EV-086K und den Hydroxyl-
gruppen der Ascorbinsdure zuriickzufiihren ist. Aufgrund der Stabilitdtsdaten in wassriger Losung ist der Zu-
satz eines Antioxidans nicht notwendig.
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b) Stabilitit von EV-086K in alkoholischer Ldsung:

Nach drei Monaten war der EV-086K-Gehalt in allen Proben groRer als 90 %, unabhéngig von der Lagerungs-
temperatur und von dem Zusatz an Tinogard® TT oder TL. Es konnten keine Instabilititen festgestellt wer-
den. Aufgrund der ausreichenden Stabilitdt in alkoholischer Lésung kann, auch in diesem Fall, auf einen
Zusatz von Antioxidantien verzichtet werden.
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Abb. 13: EV-086K-Stabilitdt in wissriger Losung [H20] und im Ethanol/Isopropanol-Gemisch [E/I] bei Raumtemperatur [RT]
und bei Lagerung im Kiihlschrank [KS] mit und ohne Zusatz von Antioxidantien [AO] (MW=SD, n=3)

Fir die Entwicklung geeigneter Formulierungen kann sowohl Wasser als auch ein Ethanol/Isopropanol-
Gemisch verwendet werden. Eine Lagerung bei kiihleren Temperaturen und unter Lichtausschluss wird zu-
sdtzlich empfohlen, um die Stabilitdt des Wirkstoffes {iber einen langen Zeitraum zu gewahtleisten. Zugleich
kann man davon ausgehen, dass EV-086K bei Experimenten mit langen Versuchszeiten ausreichend stabil ist,
da nach einer Woche keine Instabilititen beobachtet wurden. Eine Anwendung des Antimykotikums am Na-
gel sollte aufgrund seiner langen Stabilitdt in Wasser keinen negativen Einfluss auf die Wirkung haben. Eine
minimale Braunfarbung des Nagels durch die Einwirkung von UV-Licht auf EV-086K wiére allerdings denkbar.

3.3 Entwicklung geeigneter Formulierungen zur ungualen Applikation

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Formulierungen fiir die Applikation des neuen Antimykoti-
kums EV-086K auf der Nagelplatte entwickelt werden, um diese anschliefend hinsichtlich ihrer lokalen Bio-
verfiigharkeit vergleichen zu konnen.

3.3.1  Nagellacke als Drug Delivery Systeme

Nagellacke, welche Arzneistoffe enthalten, sind relativ neuartige Formulierungen und gehéren zu den 7rans-
ungualen Delivery Systemen [30, 134]. Sie stellen aufgrund ihrer guten Haftung auf der Nagelplatte ein opti-
males Vehikel zur topischen Applikation dar.
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Im Allgemeinen bestehen Nagellacke aus einem Losungsmittel, einem filmbildenden Polymer, Harzen und
Weichmachern. Harze verstdrken die Haftung des Filmes auf der Nagelplatte, wahrend Weichmacher dessen
Elastizitdt sowie die Haltbarkeit verbessern [30]. Nach Verdunstung des Losungsmittels kommt es zu einem
Sfachen Anstieg der Arzneistoffkonzentration im Polymerfilm. Teilweise kénnen auch Ubersittigungsphano-
mene beobachtet werden. Dadurch werden die thermodynamische Aktivitdt und ebenso der Diffusionsgradi-
ent erhdht, was eine Erhhung der ungualen Wirkstoffpenetration zur Folge hat [135, 136].

Wie jeder Nagellack sollten auch die wirkstoffhaltigen Nagellacke chemisch und physikalisch stabil sein. Die
verschiedenen Komponenten miissen miteinander kompatibel sein und die Viskositdt sollte so gew&hlt wer-
den, dass nach Applikation des Nagellackes dieser in die Rillen und in die Rénder der Nagelplatte flieBen
kann. Einmal appliziert, muss der Lack, unter Bildung eines gleichm@Bigen Filmes, schnell trocknen (3 bis
5 min). Ebenfalls sollte der wirkstoffhaltige Nagellack farb- und glanzlos sein, damit er auch von ménnlichen
Patienten akzeptiert wird [137].

Nagellacke werden iiblicherweise mit einem kleinen Pinsel auf die Nagelplatte aufgetragen. Der zuriickge-
bliebene, meist wasserunldsliche Polymerfilm muss durch Abschleifen mittels Nagelfeile oder Losungsmittel,
nach einer Einwirkzeit von meist einer Woche, wieder entfernt werden. Danach erfolgt die erneute Applika-
tion des Nagellackes. Insgesamt kann die topische Behandlung von Nagelmykosen {iber ein Jahr dauern. Die-
se relativ aufwendige Art der Anwendung konnte sich vor allem fiir dltere Patienten nachteilig auf deren
Compliance auswirken. Da der Wirkstoff EV-086K eine hohe Wasserloslichkeit (siehe Kapitel 3.2.2) besitzt,
wiirde dieser sich nach dem Hdndewaschen aus einem herkémmlichen Polymerfilm nach und nach herauslo-
sen. Deshalb wurde ein neuartiger Nagellack entwickelt, welcher nur abends vor dem Schlafengehen aufge-
tragen wird und sich am néchsten Morgen mit Wasser einfach abwaschen ldsst:

Tab. 6: Zusammensetzung des Nagellackes

Komponente Funktion % (m/m)

Eudragit® E 100 Polymer 5

Ethanol Losungsmittel 85

Transcutol® P Losungsvermittler, 5
Penetrationsenhancer

EV-086K Wirkstoff 5

Die Inhaltsstoffe sollten arzneibuchkonform, gut vertrdglich und kompatibel mit dem Wirkstoff sein. Eudra-
git® E 100 (Dimethylaminoethylmethylacrylat-Butylmethacrylat-Methyl-methacrylat-Copolymer, — abgekiirzt:
DMA-MMA; mittlere M = 47.000 g:mol’) gehort zur Gruppe der Methacrylsiure-Acrylat-Copolymere und
stellt das filmbildende Polymer dar (Abb. 14, links).

CH, CH, CH,
______ PO IO I
H, H,
[e] ] [e]
H,C o OH
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Abb. 14: Chemische Struktur von Eudragit® E 100 (links) und Transcutol® P (rechts)
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Es ist in Wasser oberhalb eines pH-Wertes von 5 unldslich, da die tertifren Aminogruppen undissoziiert vor-
liegen. Folglich kénnen ionische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Carboxylgruppe von EV-
086K und den Aminogruppen des Polymers ausgeschlossen werden. In polaren organischen Lsungsmitteln
und in Ethanol/Wasser-Gemischen mit einem maximalen Wassergehalt von 40 % ist das Polymer 16slich
[138].

Um den Nagellack trotzdem mit reinem Wasser abwaschen zu kénnen, wurde der Losungsvermittler Trans-
cutol® P hinzugesetzt (Abb. 14, rechts). Transcutol® P, ein Diethylenglykolmonoethylether, ist ein exzellenter
Losungsvermittler flir wasserunlsliche Stoffe und besitzt zusdtzlich die Fahigkeit die Penetration von Wirk-
stoffen zu verbessern [139]. Transcutol® P fiihrt dazu, dass sich das Polymer bei Kontakt mit Wasser auflést
und somit einfach abwaschen lasst. Des Weiteren besitzt Transcutol® P ein hohes Solubilisierungsvermogen
fir EV-086K. Ethanol wiirde den Wirkstoff nicht in ausreichend hohen Mengen 18sen kénnen. Durch Einsatz
des Losungsvermittlers konnten bis zu 5 % EV-086K in den Nagellack inkorporiert werden, was fiir eine aus-
reichende Wirkung essentiell ist. Transcutol® P ist toxikologisch unbedenklich und wird in kosmetischen und
topischen Formulierungen eingesetzt [140].

Voraussetzung fiir einen solchen Nagellack ist jedoch ferner, dass der Arzneistoff in hohen Mengen und in-
nerhalb eines Zeitraumes von maximal 6-8 h aus dem Polymerfilm freigesetzt wird und in den Nagel pene-
triert. Die tdgliche Applikation des wasserldslichen Lackes kdnnte schneller zu einem ausreichend hohen
Wirkstoffdepot in der Nagelplatte fiihren und dadurch die Behandlungsdauer, im Vergleich zu herkdmmli-
chen, wasserunloslichen Nagellackformulierungen, verkiirzen. Dies konnte in Studien von MONTI et al. zu
einem wasserloslichen Nagellack auf Hydroxypropylchitosanbasis (Handelsname: Ciclopoli®) bestitigt wer-
den. Es wurden deutlich kiirzere lag-Zeiten und hohere Fluxwerte von Ciclopirox und Amorolfin durch An-
wendung dieses wasserloslichen Nagellackes im Vergleich zu kommerziellen Prdparaten nachgewiesen
(Loceryl® und Penlac®) [43, 141]. In einer multizentrischen, randomisierten Studie mit 467 Nagelpilzpatien-
ten konnte Ciclopoli® gegeniiber einem Placebo sowie gegeniiber einem 8 %igen Ciclopirox-Referenzlack ho-
here Heilungsraten aufweisen [142].

Insgesamt ist festzuhalten, dass fiir wasserlsliche Arzneistoffe ein wasserldslicher Lack viele Vorteile beziig-
lich einer ungualen Applikation bietet: Die Anwenderfreundlichkeit kann verbessert, das Wirkstoffdepot im
Nagel und somit die Heilungsrate erhoht und das Kontaminationsrisiko, durch Wegfall des Abfeilens der Na-
gelplatte, minimiert werden [143].

3.3.2  Entwicklung eines geeigneten kolloidalen Vehikelsystems

Aufgrund der bekannten guten penetrationsférdernden Eigenschaften von Mikroemulsionen und aufgrund
des hohen Solubilisierungsvermogens fiir lipophile sowie hydrophile Arzneistoffe sollte ebenfalls ein solches
Vehikelsystem entwickelt werden, welches in der Lage ist, die Penetration des extrem lipophilen Arzneistof-
fes EV-086K in den Nagel zu steigern bzw. zu ermdglichen. Auch wire es wiinschenswert, dass die enthalte-
nen Komponenten sich im IR-Spektrum nicht mit dem Arzneistoff {iberlagern, was folglich eine erschwerte
Quantifizierung hinsichtlich der online-Penetrationsstudien zur Folge hitte. Und schlieBlich sollte das ver-
wendete System ein ausreichend hohes Solubilisierungspotenzial fiir den lipophilen Wirkstoff besitzen.

Um diese Bedingungen zu erfiillen, wurde das bewahrte Mikroemulsionssystem ME-BIP, welches aus der
Arbeit von K. JAHN [144] hervorging und in der Arbeit von S. HEUSCHKEL [145] weiterentwickelt wurde, ver-
wendet. Das System von Frau Heuschkel bietet vor allem im Hinblick auf die lange Lagerstabilitdt (iiber drei
Jahre), eine mogliche Lagerung bei kiihlen Temperaturen, das ausgepragte isotrope Gebiet im Phasendreieck
(iber 33 % der Gesamtfliche) und die Quantifizierung mittels IR-Spektroskopie wesentliche Vorteile. Zusdtz-
lich existieren isotrope Mischungen mit geringen Tensidkonzentrationen, was hinsichtlich des immer wieder
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diskutierten Irritationspotentials von Mikroemulsionen niitzlich ist. In der vorliegenden Arbeit gelang es nun,
die ME-BIP so zu modifizieren, dass der Wirkstoff EV-086K in einer Konzentration von 10 % eingearbeitet
und die Tensidkonzentration auf 10 % reduziert werden konnte (Tab. 7):

Tab. 7: Zusammensetzung der ME-BIP und ME-EV-086K

Komponente Funktion ME-BIP ME-EV-086K
EV-086K Wirkstoff - 10 %
Pelemol® BIP-PC lipophile Phase 5% 5%
Tagat® O2V'/ Synperonic® PE/L101? (2:3, m/m) Emulgatorsystem 20 % 10 %
Propylenglykol/Wasser (2:1, m/m) hydrophile Phase 75 % 75 %

! PEG-20 Glyceryloleate HLB-Wert: 15 [146]
? Poloxamer 331 HLB-Wert: 1 [147]

Hohere Wirkstoffkonzentrationen konnten ebenso eingearbeitet werden, was jedoch mit einer Viskositdtser-
hohung einherging. Die lipophile Komponente Pelemol® BIP-PC (BIP) ist ein eutektisches Gemisch aus N-
Butylpthalimid (M = 203 g/mol; log P-Wert = 2.838+0.253) und IsopropylPthalimid (M = 189 g/mol; log P-
Wert = 2.173+0.256) [148]. Vor allem zeichnet sich BIP durch seine hautfreundlichen Eigenschaften [149]
und sein exzellentes Solubilisierungsvermdgen fiir viele Verbindungen aus [150]. Zusétzlich ist es analytisch
sehr gut zuganglich und wurde deshalb nicht durch ein anderes Ol ersetzt. Auf den Austausch von Propyleng-
lykol durch Pentylenglykol wurde aufgrund der besseren Loslichkeit von EV-086K im Erstgenannten verzich-
tet.

Hinsichtlich der hohen Wirkstoffmenge in der ME (> 10 %) und der geringen Verfiigbarkeit von EV-086K ist
eine Erstellung und ausfiihrliche Charakterisierung eines Phasendiagramms der ME-EV-086K nicht mdglich.
Deshalb wurde auf die bereits untersuchten Eigenschaften der ME-BIP aus der Arbeit von S. HEUSCHKEL zu-
rlickgegriffen. Die ME-BIP zeigte bei 25 °C und bei 32 °C NEWTONsches FlieBverhalten. Der Radius der kol-
loidalen Phase betrug 12,0 + 0,5 nm und konnte somit einer ME zugeordnet werden [151]. Die ME ist
thermodynamisch stabil und zeigte bei kiihler Lagerung keine Triibungen oder eine Phasentrennung. Damit
konnte der Wirkstoff in die ME-BIP eingearbeitet werden, da dieser im Kiihlschrank eine ldngere Stabilitdt
aufzeigte (siehe Kapitel 3.2.2). Dass die ME-EV-086K optisch isotrop ist, konnte mit Hilfe polarisationsmikro-
skopischer Untersuchungen bestédtigt werden. Fiir eine saubere und einfache Applikation auf dem Nagel,
wiirde sich ein Nagelpflegestift, wie in Abb. 15 dargestellt, gut eignen.

Abb. 15: Modell eines Nagelpflegestiftes

Stabilitét

Zusitzlich wurde die Stabilitdt der ME-EV-086K {iber einen Zeitraum von zwdlf Wochen untersucht. Die La-
gerung der ME erfolgte in einem dicht verschlossenen Gefdl unter Lichtausschluss und im K{ihlschrank. Der
Gehalt von EV-086K betrug nach dem Versuchszeitraum 102,3 + 0,5 %, bezogen auf die Ausgangskonzentra-
tion von 10 % (m/m), und ist somit unter den angegebenen Bedingungen stabil.
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3.3.3  Weitere Formulierungen

Hydrogel

Als Standard- bzw. Vergleichsvehikel sollte ein Hydrogel dienen. Dieses wurde nach DAB hergestellt [152].
Dabei kam als Gelbildner Hydroxyethylcellulose (Tylose®H 30.000 P2 PHA) in einer Konzentration von 1 %
zum Einsatz. EV-086K konnte in einer Konzentration von 10 % eingearbeitet werden. Zu beachten war bei
der Herstellung vor allem die lange Quellungszeit und dass nach Einarbeitung des Wirkstoffes das Gel erneut
iber Nacht quellen musste. Das Gel wurde stets im Kiihlschrank gelagert.

Losung F11

Die Losung F11 wurde von der Firma Evolva Holding SA entwickelt und sollte ebenfalls hinsichtlich des Pe-
netrationsverhaltens von EV-086K im menschlichen Nagel und in tierischen Hufmembranen untersucht wer-
den. Die Losung setzte sich aus den folgenden Bestandteilen zusammen:

Tab. 8: Zusammensetzung der Losung F11

Komponente % (m/m)
EV-086K 5,7
Transcutol® P 5,0
Butylhydroxyanisol 0,1
EDTA 0,1
Natriumdihydrogenphosphat 0,05
Citronensdure 0,05
Ethanol 30
gereingtes Wasser ad 100

3.4 Penetrationsuntersuchungen an equinen und bovinen Hufmembranen
mittels FTIR-ATR-Spektroskopie und Diffusionszelle

Das Ziel dieser Studien war es, das in vitro Penetrationsverhalten von EV-086K durch Anwendung unter-
schiedlicher Vehikel voraussagen und vergleichen zu kénnen. Es sollte vor allem ein penetrationssteigernder
Effekt durch Anwendung einer ME nachgewiesen werden. Da menschliches Nagelmaterial schwer erhdltlich
ist, wurden fiir dieses Experiment verschiedene Hufmembranen verwendet: Pferde- (equine) und Rinder- (bo-
vine) Hufmembranen. Unter Verwendung der FTIR-ATR-Spektroskopie in Kombination mit einer Diffusions-
zelle konnte die Penetration des Arzneistoffes in Echtzeit verfolgt werden. Zusdtzlich sollten die erhaltenen
Resultate mit ex vivo Penetrationsdaten an menschlichem Nagelmaterial (siehe Kapitel 3.5) verglichen wer-
den, um eine mogliche Korrelation zwischen den Hufmembranen und der humanen Nagelplatte zu etablie-
ren.

3.4.1 Einleitung

Die Fourier-Transform-Infrarot (FTIR) Spektroskopie ist eine der wichtigsten qualitativen als auch quantitati-
ven Methoden in der Pharmazie und Chemie, welche unter anderem zur Substanzidentifizierung, zur Auf-
kldarung des Aufbaus von Molekiilen oder fiir Strukturuntersuchungen von Stratum corneum Lipiden
eingesetzt wird [153, 154]. Die abgeschwichte Totalreflexion (ATR) stellt dabei eine besondere Messtechnik
dar, mit welcher das IR-Spektrum der Oberfliche einer Probe erhalten wird. Dafiir befindet sich die Probe auf
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einem speziell angeschliffenen Internen Reflexionselement (meist ein Zinkselenidkristall) mit hohem Bre-
chungsindex. Der Laserstrahl wird {iblicherweise vllig an der Grenzfldche beider Medien reflektiert. Jedoch
dringt ein minimaler Anteil in das optisch diinnere Medium, die Probe, ein und folglich wird die Intensitit
des reflektierten Lichtes durch Absorption teilweise geschwidcht. Entscheidend fiir ein gutes ATR-Spektrum ist
der bestmdgliche Kontakt zwischen Probe und Kristall [153].

In jlingster Zeit wurden insbesondere spektroskopische Methoden (FTIR-ATR) in Kombination mit einer Dif-
fusionszelle eingesetzt, um die Penetration oder Permeation von Substanzen in bzw. durch Membranen und
das Stratum corneum online verfolgen zu kénnen [154-157]. Die Kombination dieser Techniken vereint die
Vorteile der jeweiligen Methode: schnelle Messung, einfache Probenaufbereitung, hohe Quantitit und Quali-
tdt der Daten, hohe Empfindlichkeit und Genauigkeit der Daten (Mehrfachscans), zerstérungsfreie (nicht in-
vasive) Messung, definierter Akzeptor und Donator sowie Mehrkomponentenmessung sind mdglich [158].
Voraussetzung ist lediglich, dass auch die zu untersuchenden Stoffe auswertbare IR-Banden im Gesamtspekt-
rum der Probe aufweisen.

Zur besseren Beurteilung des ungualen Permeationsverhalten von Arzneistoffen, kdnnen aufgrund dhnlicher
Eigenschaften hinsichtlich des Keratin- und Proteingehaltes tierische Hufmembranen anstelle von menschli-
chen Négeln eingesetzt werden [159]. Es wurden seither die unterschiedlichsten Barrieren verwendet: Rin-
derhuf [43], Huf des Schafes [160], Schweinehuf [42], Keratinfilme [161], Nagelabschnitte vom gesunden
Menschen [162] und menschliche Kadaverndgel [35]. Pferdehufe kamen bislang nur fiir Quellungsexpetrimen-
te zum Einsatz [163]. Jedoch wurden diese noch nicht herangezogen, um die unguale Permeabilitit eines
Arzneistoffes zu bestimmen. Ebenso fehlt bis heute ein Vergleich beziiglich der Permeabilitdt zwischen den
verschiedenen Hufmembranen.

3.4.2  Versuchsanordnung und Auswertung

Fiir die Penetrationsmessung des lipophilen Arzneistoffes EV-086K durch Hufmembranen kam die von
HARTMANN et al. [164] entwickelte und nach GUNTHER [165] modifizierte Teflondiffusionszelle zum Einsatz
(Abb. 16 und Abb. 54).

Deckel

Donator
mit

S ALLIET

Abb. 16: Schematischer Aufbau einer Diffusionszelle
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Sie besteht aus einem Donator- und einem Akzeptorkompartiment, zwischen denen sich die jeweilige Memb-
ran befindet. Der Akzeptor bedeckt einen Teil des Zinkselenidkristalls. Der IR-Strahl dringt 1-2 pm in das Ak-
zeptormedium ein und ermdglicht dadurch die Messung der zunehmenden Arzneistoffkonzentration in
Echtzeit. Aufgrund des kleinen Akzeptorvolumens von 50 pl konnten keine sink Bedingungen realisiert wer-
den. Um dennoch einseitig konstante Verhltnisse innerhalb der Diffusionszelle zu schaffen, wurde ein Uber-
schuss an Formulierung in den Donator gegeben. Die Diffusionsprozesse erreichen somit im Akzeptor ein
Séttigungsgleichgewicht.

Die beobachteten Probleme aus friiheren Experimenten [165], wie das Austrocknen des Akzeptors durch
Riickdiffusion des Akzeptormediums in den Donator (hauptsdchlich bei Lackformulierungen), konnte durch
Einsatz eines mit Akzeptormedium-gesdttigten Wattebausches im Deckel der Diffusionszelle weitgehend un-
terbunden werden. Auferdem wurden die Hufmembranen im Vorfeld bis zu 24 h in der Akzeptorlsung hyd-
ratisiert und der Deckel mit zusdtzlichen Dichtungsschrauben verschlossen.

Eine besondere Rolle bei der Untersuchung der Penetration spielte die Wahl des Akzeptormediums, welche
unter anderem von der Art der verwendeten Membran abhéngt. Fiir Penetrationsuntersuchungen sollte das
Akzeptormedium &hnliche physikochemische Eigenschaften aufweisen wie die Membran. Dadurch wird, hin-
sichtlich der gleichen physikochemischen Eigenschaften, ein zusdtzlicher Verteilungsschritt des Arzneistoffes
zwischen Membran und Akzeptor ausgeschlossen. Da sowohl die Nagelplatte als auch die Hufmembranen
sich wie eine hydrophile Gelmembran verhalten, wiirde sich ein hydrophiles Medium, wie Wasser, als Ak-
zeptor hervorragend eignen.

Nagellack ME-EV-086K
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Abb. 17: FTIR-ATR-Spektren (farbig) der einzelnen Bestandteile der entsprechenden Formulierung und ausgewdhlte Spekiren
(schwarz) wéhrend des Penetrationsprozesses in den Akzeptor der Diffusionszelle

Fiir die Quantifizierung von EV-086K ist es notwendig, dass dessen spezifische Bande im Spektrum nicht von
anderen Banden, resultierend aus den Bestandteilen der Formulierungen bzw. der Membran oder des Akzep-
tormediums, {iberlagert wird. In Abb. 17 sind die FTIR-ATR-Spektren der einzelnen Bestandteile des Nagella-
ckes (links) und der ME-EV-086K (rechts) dargestellt. Zundchst geht aus beiden Abbildungen hervor, dass
Wasser als Akzeptormedium ungeeignet ist, da sich die Bande der Deformationsschwingung (blau) bei
1630 cm! mit der Bande von EV-086K (purpur) im Bereich 1558 cm™ {iberschneidet und eine eindeutige
Quantifizierung erschwert. Da der Diffusionskoeffizient einer deuterierten seiner undeuterierten Verbindung
kongruent ist, wurde schlieBlich D,O als Akzeptormedium ausgewahit [36]. Aufgrund der schwereren Masse
von Deuterium verschieben sich die Bandenpositionen der Deformationsschwingung zu 1200 cm? und der
O-D-Streckschwingung zu 2480 cm™ [166]. Die Formulierungen wurden demzufolge mit D,O statt Wasser
hergestellt, die Membranen mit D,O hydratisiert und der Wattebausch mit D,O getrankt.
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Des Weiteren ist aus den Spektren ersichtlich, dass die Bestandteile beider Formulierungen sich nicht mit der
spezifischen Bande von EV-086K {iiberschneiden. Die Losung F11 enthdlt wie der Nagellack D,O, Ethanol
und Transcutol® P. Somit kénnen auch fiir diese Formulierung Uberlagerungen ausgeschlossen werden. Die
Bestandteile des Hydrogels, ausgenommen EV-086K und D,0O, waren ebenfalls nicht im Spektrum des Akzep-
tors sichthbar. Folglich ist eine eindeutige Quantifizierung von EV-086K nach Applikation aller Formulierungen
iber die Intensitdtszunahme der substanzspezifischen Bande mdglich.

3.4.3  Ergebnisse

Die in vitro Penetration von EV-086K wurde an zwei verschiedenen Barrieren untersucht: Pferdehufmemb-
ranen und Rinderhufmembranen. Es wurden zunéchst vier Formulierungen (Mikroemulsion (ME), Nagellack
(NL), Hydrogel (HG), Losung F11 (L)) getestet, um den jeweiligen Einfluss auf das Penetrationsverhalten zu
priifen und miteinander vergleichen zu kénnen. Aufgrund der unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen in
den Formulierungen wurden fiir Vergleichszwecke die relativen EV-086K-Konzentrationen angegeben. Fiir
den Nagellack wurde eine EV-086K-Konzentration von 12 % (m/m), nach partieller Verdunstung des L&-
sungsmittels Ethanol im Donator, ermittelt.

Weiterhin konnten dazugehorige Diffusionskoeffizienten, Fluxwerte, Permeabilitdtskoeffizienten und lag
Zeiten berechnet werden. Fiir die lag-Zeit musste die EV-086K-Konzentration im Akzeptor oberhalb der je-
weiligen LoD liegen (siehe Kapitel 6.3.3). Ebenso wurde die Penetration von EV-086K nach Applikation von
optimierten Formulierungen im Vergleich zur ME an Rinderhufmembranen gepriift (siehe Anhang 7.3).

a) Penetration von EV-086K durch Pferdehufmembranen

In Abb. 18 sind die Penetrationsergebnisse von EV-086K unter Verwendung von Pferdehufmembranen darge-
stellt. Aufgrund der grofen Anzahl von Datenpunkten wurden die Werte nach 90 min, nach 180 min und
dann aller 3 h auf signifikante Unterschiede gepriift. Tab. 9 zeigt die berechneten Parameter des Diffusions-
prozesses.

65+ 204

|% der applizierten Dosis]

relative EV-086K-Konzentration
[% der applizierten Dosis|
relative EV-086K-Konzentration

4 g é lb 1X2 121 16 18 20 22 24 0 20 40 60 85 160 léO 1210 lf;O léO
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Abb. 18: Links: Vergleich der Penetrationsergebnisse von EV-086K nach Applikation der ME (n=2), des Hydrogels (HG, n=3),

des Nagellackes (NL, n=2) und der Losung F11 (L, n=3) in den Akzeptor der Diffusionszelle unter Verwendung von Pferde-

hufmembranen bezogen auf die applizierte Dosis (MW+SD, p<0,05 vs. der angegebenen Formulierung). Rechts: VergroRerter

Ausschnitt der ersten 180 min des Diffusionsprozesses.

Die signifikant hochsten EV-086K-Konzentrationen im Akzeptor konnten durch Applikation der ME und des
Nagellackes nach 24 h erreicht werden. Uber die Hélfte der applizierten Dosis penetrierten in den Akzeptor
durch Anwendung dieser beiden Formulierungen. Mit einer geringen Verzdgerungszeit von ca. 30 min konn-
te die ME den Arzneistoff bereits nach 3 h in hohen Konzentrationen in den Akzeptor beférdern.
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Die Diffusionskurve des Nagellackes zeigte zu Beginn eine lag-Zeit von knapp 80 min mit einem anschliefend
linearen Verlauf, ohne einen Sdttigungszustand zu erreichen. Durch die Penetration von Lackbestandteilen
konnte die Loslichkeit des Arzneistoffes im Akzeptormedium erhéht werden, was dazu fiihrt, dass dessen
Konzentration immer weiter anstieg. Ferner konnte die Versuchszeit fiir die Penetration aus dem Lack zu
kurz sein. In fritheren Experimenten wurden die Diffusionsprozesse fiir Lackformulierungen tiber mehrere
Tage bis Wochen gemessen [165]. Da aber der Akzeptor nach 24 h zu starkem Austrocknen neigte, vor allem
bei Formulierungen mit einem geringen Wasser- bzw. D,O-Anteil, erwies sich eine Verldngerung der Ver-
suchszeit als unpraktikabel.

Tab. 9: Vergleich verschiedener Parameter des Diffusionsexperimentes unter Verwendung von Pferdehufmembranen (MW=+SD,
blau: p<0,01; rot: p<0,05 vs. der angegebenen Formulierung)

Formulierung 0 Cm Dpers tag prera linearer Bereich  Jppuy Pprerg
Crvosex 1% [% appl. Dosis] [x10° cm?/s] [min] [min]* [ng/cm2 min’| [x10**cm/min]
HG,L ME ME 83-190 30,4 + 0,7L 3,0 + 0,1
NL 12 2 58:6 4608 83 =01 | 0" 10 32107t U9 s 0,10
HG 10 3 22+ MM 32+ 1,6 124 = 67 84-180 16,1 £ 10,9 1,6+1,1"
v e 59 - 200 25,0 + 4,1 4,5 + 0,74
L 57 3 35+8 11,3459 S7+18 | 00 Taao T3E00MIE o8 s 0
ME 10 2 48+£6" 11,3 + 1,2MH6 25 + 6™ 29 - 200 33,3 4,0 3,3+ 0,44
*R2>0.995

Die Diffusion von EV-086K aus der Losung F11 folgte einem biphasischen Verlauf, wobei vor allem am An-
fang des Penetrationsprozesses eine hohe Penetrationsrate existent war. In der zweiten Phase verlief die Dif-
fusion deutlich langsamer, was somit nur zu einer Endkonzentration von 35 % des applizierten EV-086K
fihrte. Das Hydrogel zeigte die grofte lag-Zeit und den kleinsten Diffusionskoeffizienten auf. Nach 10 h kam
es zu einem erneuten Anstieg der EV-086K-Konzentration im Akzeptor. Jedoch verblieb die Konzentration bis
zum Ende des Versuches bei knapp 22 % der applizierten Dosis.

b) Penetration von EV-086K durch Rinderhufmembranen

Betrachtet man nun die Penetrationsergebnisse von EV-086K unter Verwendung von Rinderhufmembranen
zeigte sich teilweise ein anderes Bild. Wie aus Abb. 19 hervorgeht, kann durch Applikation der Losung eine
sehr hohe EV-086K-Konzentration von 64 % nach 24 h nachgewiesen werden. Erneut ist ein biphasischer

Verlauf erkennbar.
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Abb. 19: Links: Vergleich der Penetrationsergebnisse von EV-086K nach Applikation der ME (n=6), des Hydrogels (HG, n=4),
des Nagellackes (NL, n=3) und der Losung F11 (L, n=3) in den Akzeptor der Diffusionszelle unter Verwendung von Rinder-
hufmembranen bezogen auf die applizierte Dosis (MW+SD, p<0,05 vs. der angegebenen Formulierung). Rechts: VergroRerter
Ausschnitt der ersten 180 min des Diffusionsprozesses.
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Das Penetrationsverhalten fiir EV-086K nach Applikation der ME &hnelt dem wie unter Einsatz der Pferde-
hufmembranen. Ca. 40 % der applizierten Dosis wurden nach 24 h im Akzeptor quantifiziert und die kiirzes-
te lag-Zeit gegeniiber den anderen Formulierungen festgestellt (Tab. 10). Die Verzdgerungszeit des
Nagellackes verkiirzte sich bei diesem Experiment zwar um 30 min im Vergleich zu dem Wert bei den Pfer-
dehufmembranen, aber die Endkonzentration betrug nur noch 35 % von der applizierten Dosis.

Das Hydrogel wies wiederholt eine schlechte Penetrationsrate und eine ausgedehnte lag-Zeit auf. Aus der Dif-
fusionskurve geht hervor, dass sich die EV-086K-Konzentration im Akzeptor nur sehr langsam erhoht. Nach
ca. 14 h kam es zu einem plotzlichen Anstieg der Arzneistoffkonzentration, welche nach 16 h schliefllich auf
einem konstanten Niveau blieb. In diesem Fall wird eine D,O-Riickdiffusion aus dem Akzeptor vermutet. Da-
durch kommt es zundchst zur Erhéhung der scheinbaren EV-086K-Konzentration in diesem. Die tatsdchliche
EV-086K-Konzentration liegt jedoch unterhalb der gemessenen, da das Volumen des Akzeptormediums ab-
nimmt. Dadurch geht der Kontakt zwischen Akzeptor und Membran verloren und der Diffusionsprozess von
EV-086K wird unterbrochen, was folglich an dem Plateau der Diffusionskurve erkennbar ist. Diese Vermu-
tung konnte durch die Intensitdtsabnahme der D,0O-Bande bestdtigt werden. Der eingebaute und mit D,O-
gesdttigte Wattebausch erzielte in diesem Fall keinen Vorteil. In den Pferdehufmembranversuchen konnte
dieses Phanomen in diesem AusmaB nicht beobachtet werden.

Tab. 10: Vergleich verschiedener Parameter des Diffusionsexperimentes unter Verwendung von Rinderhufmembranen
(MW=SD, blau: p<0,01; rot: p<0,05 vs. der angegebenen Formulierung)

Formulierung Com Dgina — linearer Bereich  Jpug Paind
Crvosex %] [% appl. Dosis] [x10° cm2/s) [min] [min]* [ug/cm? min']  [x10*cm/min|
. . 60 - 156 43,9 + 10,0 3,7 + 0,870
HG,L HG,L ME ) ) ’ ]
NL 123 3542 3,0+1,0 60+ 18 o3 604 1542 2310 132 0.2
HG 10 4 15+ 7VELME 0,8 + 0,6™ 290 + 238" 290 - 760 4,1+ 1,7VBLME 0,4 + 0,2VLLME
. 96 -171 33,8+ 6,47 5,9 + 1,1VHHC
HGMENL NL ME ) ) ) ]
L 57 3 043 12205 =21 171 - 1440 11,7+ 04 210,14
- . 19-79 76,8 + 35,07¢ 7,7 + 3,6/
HG,L NLHG,L ’ ’ ) )
ME 10 6 42+9 11 +£10,4 29+9 79-324 2.0+ 88 234009

*R?2>0.993 aulSer das HG mit R? = 0.977

Fiir die Applikation der entwickelten Formulierungen ist es essentiell, dass der Wirkstoff schnell, also mit
kurzen lag-Zeiten, und in hohen Konzentrationen in die Nagelplatte transportiert wird, da sie im Alltag
nicht langer als 6-8 h auf dieser verweilen. Daher wird sich eine Anwendung {iber Nacht, wie beim Lack
Ciclopoli®, als vorteilhaft erweisen. Es kann angenommen werden, dass sich hinsichtlich der lag-Zeit sowohl
die ME als auch der Nagellack fiir die Behandlung des Nagelpilzes eignen.

Zusammenfassung und Vergleich beider Experimente

Insgesamt 1dsst sich feststellen, dass sich das Penetrationsverhalten von EV-086K im Bezug auf die verschie-
denen Hufmembranen dhnelt und nur die Penetrationsraten variieren. Die niedrigviskose Losung zeigte eine
hohere Penetrationsrate durch Rinderhufmembranen als durch Pferdehufmembranen. Der zweiphasige Ver-
lauf wurde bei beiden Membranen beobachtet. Auch die Diffusionskurve der ME konnte in beiden Versuchen
durch einen sigmoidalen Verlauf beschrieben werden. Aus dem Hydrogel diffundierten in beiden Experimen-
ten nur sehr geringe Arzneistoffmengen in den Akzeptor.

Hinsichtlich der Reproduzierbarkeit ist aus beiden Tabellen 9 und 10 ersichtlich, dass die Experimente mit
Rinderhufmembranen &fter durchgefiihrt werden mussten, um uniforme Ergebnisse zu erhalten (60 % der
Versuche waren auswertbar) als mit Pferdehufmembranen. Letztere fiihrten hdufiger zu vergleichbaren Er-
gebnissen, denn 91 % der Versuche waren verwertbar. Moglicherweise konnte die Dauer der Hydratisierung
der Membran die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinflussen. Bei einer Zeit von 24 h, wie bei den Pfer-
dehufmembranen angewendet, sind die Rinderhufschnitte labil und weich geworden. Dies fiihrte zur Rissbil-
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dung in der Membran, vor allem bei dem Einbau in die Diffusionszelle. Daher durften die Rinderhufmembra-
nen maximal 3 h in D,0O eingelegt werden. Jedoch ging die schnelle Hydratisierung auch mit einer schnelle-
ren Trocknung der Membran einher. Bei der zehnmaligen Messung der Schichtdicke der
Rinderhufmembranen vor Einbau in die Diffusionszelle konnte beobachtet werden, wie die Membranen sich
vom Rand her einrollten. Deshalb mussten die Rinderhufmembranen erneut fiir kurze Zeit in D,O getrdnkt
werden, bevor sie schlieBlich verwendet werden konnten. Es kann angenommen werden, dass innerhalb der
Diffusionszelle die Rinderhufmembranen schneller austrockneten als die Pferdehufmembranen und darum
eine Riickdiffusion des D,O aus dem Akzeptor erfolgte. Bei den Pferdehufschnitten wurde dieses Phdnomen
nicht beobachtet. Die Membranen wiesen im Allgemeinen eine bessere Héarte auf. Insgesamt liefern beide
Hufmembranen ghnliche Ergebnisse, jedoch wird der Einsatz der Pferdehufmembranen aufgrund der besse-
ren Handhabung und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse empfohlen.

3.5 Penetrationsstudien am menschlichen Nagel

3.5.1 Extraktionsvorversuche

Fiir die Durchfiihrung von Penetrationsstudien am humanen Nagel ist es notwendig, vorab ein geeignetes
Extraktionsmittel zu finden. Ebenso soll in diesem Vorversuch ausgeschlossen werden, dass Bestandteile der
Formulierung oder der Nagelplatte sich mit dem Arzneistoffpeak im HPLC-UV Chromatogramm {iberlagern.
Zundchst wurde EV-086K aus der ME und aus dem Nagellack mit Methanol extrahiert. Die Wiederfindungs-
rate betrug jeweils 103 + 1 % (MW=+SD, n=3). Fiir die Extraktion in Gegenwart von humanem Nagelmaterial
wurden Methanol und ein Methanol-Wasser-Gemisch (80/20 %, V/V) als Extraktionsmittel getestet. Die
Formulierungen ohne Arzneistoff zeigten nach Extraktion keinen Peak bei der Retentionszeit von EV-086K.
Stellvertretend flir alle Formulierungen wurde EV-086K aus der ME und aus dem Nagellack nach 24-
stiindiger Applikation auf dem Nagelmaterial extrahiert. Da beide Losungsmittel EV-086K vollstandig aus dem
Nagelmaterial extrahierten (Tab. 11), aber der Arzneistoff in Wasser bei Raumtemperatur Instabilititen auf-
zeigte (siehe Kapitel 3.2.2), wird Methanol als Extraktionsmedium fiir die nachfolgenden Penetrationsexpe-
rimente eingesetzt.

Tab. 11: Wiederfindungsraten (WFR) von EV-086K nach Extraktion aus humanem Nagelmaterial bezogen
auf die eingesetzte Dosis (MW<+SD, n=3)

Formulierung Extraktionsmedium (5 ml) WER [%]

ME Methanol 100 % 101,0 = 3,1
ME Methanol/Wasser 80/20 % (V/V) 105,5+29
NL Methanol 100 % 104,1 £ 3,8
NL Methanol/Wasser 50/50 % (V/V) 104,6 + 3,1

3.5.2  Ex vivoPenetrationsstudien am humanen Nagel

Um nun den Einfluss der Formulierungen auf das Penetrationsverhalten von EV-086K einschdtzen zu kon-
nen, wurden ex vivo Penetrationsexperimente am menschlichen Nagel durchgefiihrt. Hinsichtlich der gerin-
gen Verfligbarkeit von menschlichen Ndgeln wurden nur drei Formulierungen (ME-EV-086K, Losung F11
und Nagellack) und eine Applikationszeit von 24 h ausgewdhlt. Das Hydrogel diente nur als Vergleichsformu-
lierung und kann in den Penetrationsstudien vernachldssigt werden.
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Die penetrierten bzw. permeierten EV-086K-Mengen wurden in der dorsalen, intermedidren und ventralen
Schicht sowie im Akzeptor quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abb. 20 und Tab. 12 als Anteil der applizier-
ten Dosis dargestellt.

Es ist eindeutig erkennbar, dass die Konzentrationen von EV-086K nach Applikation des Nagellackes (16 %)
und der ME-EV-086K (6 %) in der obersten Nagelschicht betrdchtlich hoher sind als nach Applikation der
Losung F11 (2 %). Betrachtet man die intermedidre Schicht, konnte der Nagellack die hchste EV-086K-
Konzentration erzielen, gefolgt von der ME. Allerdings waren die Unterschiede nicht sehr ausgeprdgt. In der
untersten Schicht konnten bei allen drei Formulierungen nur minimale Konzentrationen detektiert werden.

24
164 m

i |
6
[ ME
[ Losung
4] [ INagellack

A\
A))

Anteil der applizierten Dosis [%]

dorsal intermediar ventral Akzeptor

Abb. 20: Vergleich der Penetrationsergebnisse von EV-086K nach Applikation der ME-EV-086K, der Losung F11 und des Nagel-
lackes in % der applizierten Dosis im Akzeptorkompartiment sowie in der dorsalen, intermedi4ren und ventralen Schicht nach
24 h Inkubationszeit (MW=+SD, n=3, Akzeptor n=1, *p<0,01 bzw. p<0,05 vs. Losung).

Uberraschenderweise wurde nach Applikation der ME {iber 16 % der applizierten EV-086K-Dosis im Akzep-
tor nachgewiesen. Die beiden anderen Formulierungen zeigten in diesem Kompartiment nur geringe Arznei-
stoffkonzentrationen. Im Vergleich zur Losung konnte die ME den lipophilen Arzneistoff in signifikant
hoheren Konzentrationen in die Nagelplatte transportieren. Insgesamt penetrierten und permeierten 23,5 %
EV-086K unter Anwendung der ME und 19,6 % unter Anwendung des Nagellackes. Nach Applikation der
Losung F11 waren es nur 2,5 %.

Die gemessenen Arzneistoffkonzentrationen nach Applikation des Nagellackes waren mit hohen Schwankun-
gen behaftet (Tab. 12). Dies ldsst sich vor allem mit einer unvollstindigen oder ungleichméRigen Entfernung
der restlichen Formulierung auf der Nageloberflache (dorsale Schicht) nach Ablauf der Versuchszeit erkldren.

Tab. 12: Vergleich der relativen EV-086K-Konzentrationen in den verschiedenen Nagelschichten (MW=SD, n=3, Akzeptor
n=1, *p<0,05 vs. Losung)

EV-086K als prozentualer Anteil der applizierten Dosis [%]

Proben Losung F11 ME-EV-086 Nagellack
Dorsale Nagelschicht 1,41 + 0,39 6,14 +0,17* 15,96 = 10,77
Intermedidre Nagelschicht 0,55 + 0,40 1,06 + 0,45 1,78 + 0,33*
Ventrale Nagelschicht 0,40 + 0,65 0,06 + 0,07 0,09 + 0,07
Gesamt-penetrierter Anteil 2,36 + 0,34 7,25 + 0,30* 17,84 + 10,41
Permeierter Anteil (Akzeptor) 0,14 16,27 1,74
Permelerter & 2,50 = 0,34 23,52 + 0,31 10,58 = 10,41*
penetrierter Anteil
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Die mittlere Wiederfindungsrate bei allen drei Versuchen betrug 73,0 + 3,7 %. Da die Nageloberfliche grofer
war als die Applikationsfliche kann angenommen werden, dass die Formulierungen (ausgenommen der Na-
gellack) iiber den Versuchszeitraum weiter spreiteten. Dies wiirde zu kleineren Arzneistoffkonzentrationen
bezogen auf die Applikationsfliche fiihren. Zusdtzlich wére auch eine laterale Diffusion des Arzneistoffes in-
nerhalb der Nagelplatte denkbar, womit dieser analytisch nicht mehr erfasst werden kann [167].

Folgend wurden Tiefenprofile in absoluten Konzentrationen erstellt, um die Verteilung des Arzneistoffes in
den einzelnen Nagelschichten betrachten zu kdnnen (Abb. 21 - links). Da jedoch unterschiedliche Arznei-
stoffdosen auf den Nagel appliziert wurden, sind zu Vergleichszwecken ebenfalls die Tiefenprofile bezogen
auf die applizierte Dosis dargestellt (Abb. 21 - rechts).
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Abb. 21: Vergleich der absoluten EV-086K-Konzentratioen in den einzelnen Nagelschnitten (links; *p<0,05 ME vs. Losung F11

oder Nagellack) und Vergleich der relativen EV-086K-Konzentratioen bezogen auf die applizierte Dosis (rechts; *p<0,05 ME

oder Nagellack vs. Losung F11) (MW<+SD, n=3).
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Betrachtet man die absoluten Arzneistoffkonzentrationen, so konnten signifikant hohere Konzentrationen mit
Hilfe der ME-EV-086K, vor allem in der dorsalen und in der intermedidren Schicht, im Vergleich zum Nagel-
lack und der Losung erreicht werden. Der Nagellack zeigte nur geringfligig hohere Konzentrationen als die
Losung. In der ventralen Schicht wurde kaum Arzneistoff detektiert. Beriicksichtigt man die applizierte Dosis,
so erreichte der Nagellack die htchsten EV-086K-Konzentrationen. Aufgrund der hohen Schwankungen kann
jedoch keine endgiiltige Aussage bzgl. der Effektivitdt des Nagellackes getroffen werden. Die ME zeigte er-
neut signifikant hthere Konzentrationen im Vergleich zur Lésung.

Die relativ guten Penetrationseigenschaften des Nagellackes legen den Wunsch nahe, diesen mit einem hohe-
ren Wirkstoffgehalt zu beladen, um hhere absolute EV-086K-Konzentrationen in der Nagelplatte zu erzielen.
Doch aufgrund der bereits erreichten Sattigungsloslichkeit von EV-086K im Lack konnte dies nicht umgesetzt
werden. Deshalb scheint die Applikation der ME sinnvoll, da diese aufgrund ihres hheren Wirkstoffgehaltes
auch zu htheren Wirkstoffkonzentrationen in der Nagelplatte und im Akzeptor fiihrt.

Obwohl das penetrationssteigernde Potential der Mikroemulsionen weitgehend akzeptiert wird, ist der dazu-
gehorige Mechanismus bis heute nur teilweise aufgeklart [93]. Zum einen wird eine Erh6hung der thermody-
namischen Aktivitdt diskutiert, welche aufgrund des exzellenten Losungsvermdgens fiir lipophile Stoffe und
der hohen Aufnahmekapazitit fiir hydrophile Stoffe zustande kommt [168-171]. Zum anderen scheint die
geringe Viskositdt dieser Systeme einen Einfluss auf das Penetrationsvermdgen zu haben. Dieser Zusammen-
hang wurde in Versuchen von HUA et al. [172] bestdtigt. Sie zeigten, dass die Permeabilitdt von Vinpocetin
mit abnehmender Viskositdt anstieg. SchlieRlich kénnen auch Fluktuationen der Domidnen innerhalb einer
ME zu einer htheren Arzneistoffmobilitat fiihren und folglich dessen Diffusion verbessern [169].
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Die hohe Penetrationsrate von EV-086K nach Applikation des Nagellackes geht ebenfalls mit einer gesteiger-
ten thermodynamischen Aktivitdt einher. Nach Verdunstung des Losungsmittels entsteht ein iiberséttigtes
System, was einen hohen Konzentrationsgradienten zwischen Vehikel und Nagelplatte verursacht.
Gegenwdrtig wurden bereits andere neu entwickelte Antimykotika, wie die Benzoxaborole, von HUI et al.
untersucht und befinden sich in der spdten Phase der klinischen Entwicklung. Diese Bor-haltigen Heterozyk-
len bieten durch die Hemmung der fungalen Proteinbiosynthese einen neuen Wirkmechanismus an [173].
Eine Penetrationssteigerung des neuen Wirkstoffes Tavoborol (AN-2690) wurde durch Einsatz einer 10 %-
igen Losung aus Propylenglykol und Ethanol im Vergleich zur Ciclopiroxformulierung (Penlac®) sowie zu drei
weiteren Tavoborol-haltigen Nagellacken bestdtigt. Nach einer 14-tdgigen Behandlung mit einer 1-mal tdgli-
chen Applikation des Gemisches wurden aber nur 1,7 % der applizierten Tavoborol-Dosis in der dorsalen und
intermedidren Nagelschicht detektiert. In der ventralen Schicht betrug die Menge 0,7 %. Im Akzeptor konn-
ten nach 14 Tagen 12 % des applizierten Tavoborol gefunden werden [44]. EV-086K erreichte bereits nach
24 h eine Konzentration von 16 % im Akzeptorkompartiment und scheint daher ein hoheres Potential bei der
Behandlung der Onychomykose zu bieten. Beide Studien sind aufgrund ihres unterschiedlichen Versuchszeit-
raums (1 Tag vs. 14 Tage), der unterschiedlichen Applikationshdufigkeit und der unterschiedlichen Behand-
lung der Nagelplatte (20 Schnitte vs. 2 Schnitte) nur eingeschrankt miteinander vergleichbar.

3.6  Vergleich der in vitro Penetrationsdaten mit den ex vivo Daten

Aufgrund des unterschiedlichen experimentellen Aufbaus ist es schwierig, eine Korrelation zwischen den ein-
gesetzten Hufmembranen und der menschlichen Nagelplatte sowie den erhaltenen Ergebnissen zu etablieren.
Um die Experimente besser vergleichen zu konnen, wurden die Fluxwerte (J) herangezogen (Tab. 13). Es
wurden die Endkonzentrationen von EV-086K im Akzeptor aus den FTIR-Studien sowie die permeierten und
penetrierten Anteile aus den ex vivo Studien herangezogen. Da der menschliche Nagel durchschnittlich
zwanzigmal so dick ist wie ein Hufmembranschnitt mit 100 um, wurden die Fluxwerte der 7z vitro Studien
mit dem Faktor 20 dividiert. Ebenso wurden die unterschiedlichen Applikationsflichen bei der Berechnung
ber{icksichtigt.

Tab. 13: Vergleich der Fluxwerte von EV-086K aus den unterschiedlichen Experimenten

Vehikel CRind24n Jrina/20 Cprerd24n Jbteras20 CMensch24n JMenscn Jhina/ Jbtera/
[% appl. Dosis| [% /cm2h!] [% appl.Dosis| [% /cm?h!) [% appl. Dosis] [% /cm?!] Tvensen Jhensen
NL 35+2 0,75 + 0,05 58+6 1,25+0,13 19,58 + 10,41 0,41 £ 0,22 1,8 31
Losung 64 +3 1,4 £ 0,07 35+8 0,75+0,18 2,50 £ 0,34 0,05 = 0,01 28 15
ME 42+9 0,9 + 0,20 48 + 6 1,05+0,13 23,52+ 0,31 0,49 + 0,01 1,8 2,1

(Diffusionsfléche der Diffusionszelle: 0,0902 cm?; Penetrationsfliche der Nagelplatte: 2,01 cm? Zeit: 24 h, n siehe Tabellen 9,10 &12)

Insgesamt ldsst sich ein hoherer Arzneistoffflux durch die tierischen Hufmembranen feststellen als in bzw.
durch die Nagelplatte, wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben [174]. Betrachtet man die permeierten
bzw. penetrierten Konzentrationen oder die Fluxwerte, so zeigen die Experimente unter Verwendung der
Pferdehufmembranen und der menschlichen Néagel dhnliche Ergebnisse. In beiden Studien konnten die ME
und der Nagellack die hochsten Arzneistoffkonzentrationen im Akzeptor erreichen. Die Losung zeigte jeweils
niedrigere Konzentrationen. Die Experimente mit den Rinderhufmembranen wiesen dagegen eine entgegen-
gesetzte Reihenfolge auf. Die Applikation der Losung erreichte in diesem Fall die hochsten Arzneistoffkon-
zentrationen im Akzeptor.
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Trotz der htheren Fluxwerte (1,8 - 28mal hoher) ist es sinnvoll, FTIR-Studien mit tierischen Membranen, vor
allem mit Pferdehufmembranen, durchzufiihren, um erste Hinweise auf das Penetrationsverhalten eines Arz-
neistoffes aus unterschiedlichen Formulierungen zu erhalten. Zukiinftig sollten die in vitro Experimente mit
diinnen Nagelschnitten (100 um) ergdnzt werden, um eine quantitative Korrelation etablieren zu kénnen.

3.7  Zusammenfassung: Moderne Vehikel fiir die unguale Applikation

Es ist gelungen, fiir den neuen antimykotischen Wirkstoff EV-086K, aufgrund der umfangreichen Bestim-
mung seiner physikochemischen Eigenschaften, geeignete und stabile Formulierungen zur ungualen Anwen-
dung zu entwickeln. Es wurde ein moderner Nagellack hervorgebracht, welcher sich mit Wasser einfach
abwaschen ldsst. Dies ist fiir die Patienten besonders giinstig, da das Abfeilen von Nagellackresten entféllt und
somit die Verbreitung von Erregern eingeddmmt wird. Weiterhin wurde eine ME entwickelt, welche in der
Lage ist, groBe Mengen an EV-086K zu inkorporieren, ohne dabei ihre speziellen Eigenschaften zu verlieren.
Die ME bildet einen diinnen Film auf der Nagelplatte und ist einfach fiir den Patienten anzuwenden.
Zugleich konnte gezeigt werden, dass es moglich war, hohe Konzentrationen des extrem lipophilen Arznei-
stoffes in die Nagelplatte penetrieren zu lassen. Dabei konnte besonders die ME gute Penetrationsergebnisse
erzielen. Auch der Nagellack zeigte ex vivo addquate Penetrationsraten. Beide Formulierungen waren dem
Vergleichsvehikel (Losung F11) signifikant iiberlegen.

Der Einsatz der FTIR-Spektroskopie im Zusammenschluss mit der Diffusionszelle erwies sich als eine duBerst
effiziente Methode, um die Penetration von EV-086K durch tierische Hufmembranen zu bestimmen. In Folge
dessen konnten erste Hinweise auf dessen Penetrationsvermdgen aus unterschiedlichen Formulierungen er-
halten werden.

Zur Bestdtigung der Ergebnisse sollten weitere ex vivo Penetrationsuntersuchungen an weiteren Nédgeln un-
terschiedlicher Patienten durchgefiihrt werden. Auch die Wirksamkeit der Formulierungen und des Arznei-
stoffes bei erkrankten Ndgeln sollte untersucht werden. Ebenso werden klinische Studien und
Langzeitstabilitdtsuntersuchungen bendtigt, um zu entscheiden, ob eine neue Moglichkeit zur Behandlung
der Onychomykose geschaffen wurde.
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4 PENETRATIONSSTEIGERUNG VON METHOTREXAT ZUR TOPISCHEN
BEHANDLUNG DER SCHUPPENFLECHTE

4.1  Motivation und Zielstellung

In der deutschen und in der europdischen Leitlinie (Klasse: S3, giiltig bis 31.12.2015) wird Methotrexat
(MTX) als konventionelles Arzneimittel zur Langzeitbehandlung der Psoriasis vulgaris (mittelschwere bis
schwere Verlaufsform) empfohlen [175, 176]. Aus einer Studie, welche in Deutschland an 1511 Patienten
durchgefiihrt wurde, geht hervor, dass MTX, nach den Fumarsdureestern, von den Dermatologen am hdufigs-
ten systemisch eingesetzt wird. Zur topischen Applikation finden hauptsdchlich die Glucocorticoide der Klas-
se Il und Calcipotriol Anwendung [177]. Aufgrund irreversibler, unerwiinschter Arzneimittelwirkungen wie
Hautatrophien oder Teleangiektasien (sichtbar erweiterte KapillargefdBe der Haut) sollte jedoch eine Lang-
zeitanwendung von Glucocorticoiden vermieden werden.

Somit wédre es wiinschenswert, den hochpotenten Wirkstoff MTX fiir die Langzeitbehandlung der Psoriasis
vulgaris in eine dermal applizierbare Formulierung transferieren zu konnen. Einerseits wiirden die starken
Schwankungen hinsichtlich der oralen Bioverfiigbarkeit von MTX (75 + 20 %) und der First-pass Effekt um-
gangen werden. Andererseits konnten die zahlreichen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen wie u.a. gast-
rointestinale Beschwerden in Verbindung mit Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhd sowie Leukopenie und
Lebertoxizitdten vermieden werden [178]. Jedoch stellen die physikochemischen Eigenschaften von MTX
selbst als auch die hoch geordnete Struktur des Stratum corneums limitierende Faktoren dar, die es scheinbar
unmdglich machen, diesen Applikationsweg zu nutzen.

Die folgenden Kapitel beleuchten, welche Moglichkeiten moderne Formulierungen, Enhancer und die Bil-
dung von Ionenpaaren bieten, um die Behandlung der Psoriasis vulgaris mit einer topischen Applikationsform
von MTX zu verbessern bzw. deren Therapieoptionen zu erweitern.

Ein alter Arzneistolf geht neue Wege...

4.2  Der hydrophile Arzneistoff Methotrexat

4.2.1 Relevante Fakten zur Pharmakokinetik und Pharmakologie

Seit der Entwicklung der Folsdureantagonisten im Jahre 1948 von FARBER et al. [179] wird der Arzneistoff
MTX bis heute als Chemotherapeutikum bei verschiedenen malignen Erkrankungen eingesetzt [180, 181].
Entwickelt wurde MTX von dem indischen Biochemiker und langjdhrigen Labormitarbeiter der Firma Lederle
Yellapragada Subbarow [182]. Aulerhalb der Onkologie ist MTX seit Jahrzehnten ein bewdhrtes Therapeuti-
kum fiir Autoimmunkrankheiten. Bereits im Jahre 1951 berichtete die Arbeitsgruppe um GUBNER {iber die
zusdtzliche Wirksamkeit von Folsdureantagonisten, insbesondere Aminopterin, bei Psoriasis vulgaris und
rheumatoider Arthritis [183].

Aufgrund der groBeren therapeutischen Breite und der besseren Stabilitdit von MTX im Vergleich zu Aminop-
terin wurde letzteres in den kommenden Jahrzehnten durch MTX vollstdndig verdrdngt [184]. 1971 wurde
MTX von der Food and Drug Administration (FDA) erstmalig in den USA und 1991 in Deutschland
(Lantarel®) zur Behandlung der schweren Verlaufsformen der Psoriasis vulgaris zugelassen.
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Im Jahre 2013 erfolgte eine zusdtzliche Erweiterung des Indikationsgebietes, indem MTX erstmalig in Form
einer Fertigspritze weltweit zur Behandlung des Morbus Crohn eine Zulassung erhielt [185]. Im Gegensatz zu
onkologischen Indikationen wird MTX bei Autoimmunerkrankungen niedrigdosiert (max. 25 mg/ Woche)
eingesetzt. Hierbei ist MTX im Allgemeinen gut vertrdglich und stellt eine Substanz mit einem ausgewogenen
Sicherheitsprofil dar [186].

a) Pharmakokinetik

MTX wird oral, intravends, intramuskuldr oder subkutan verabreicht. Eine ausfiihrliche Ubersicht {iber die
pharmakokinetischen Daten von MTX befindet sich im Anhang (siehe Kapitel 7.4).

Nach der Resorption im Jejunum [187] erfolgt die Aufnahme in die Zellen hauptsdchlich durch aktiven Trans-

port. Zum einen wird MTX {iber den reduzierten Folattransporter aufgenommen und zum anderen kénnen
auch die spezifischen Folatrezeptoren, FR-a und FR-B, MTX in die Zelle transportieren [188]. Die Halbwerts-
zeit (HWZ) von MTX liegt bei ca. sechs Stunden. Interessanterweise zeigten Untersuchungen der Arbeits-
gruppe um SEIDEMAN [189], dass die HWZ umso langer wurde, je langer die Probenentnahme erfolgte (Tab.
42). Sogar nach sieben Tagen konnten kleinste MTX-Konzentrationen im Plasma nachgewiesen werden. Dies
ist auf die pharmakologische Besonderheit von MTX, der Polyglutaminierung, zuriickzufiihren. Normalerwei-
se wiirde natives MTX sehr schnell wieder die Zelle verlassen und renal ausgeschieden werden. Durch das
Enzym Folylpolyglutamatsynthetase werden bis zu vier weitere Glutamatreste an das Molekiil gebunden.
Diese Polyglutaminierung bewirkt, dass MTX solange in der Zelle verbleibt, bis es wieder als Monoglutamat
vorliegt [188, 190].

Die Polyglutaminierung und die Deglutaminierung laufen sehr langsam ab und sind individuell sehr verschie-
den. Daher tritt die klinische Wirkung bei der Behandlung der Psoriasis vulgaris frithestens nach acht bis zehn
Wochen, die maximale Wirksamkeit nach 16 Wochen, ein [191]. Ferner verweilen die MTX-Glutamate nach
Absetzen des Arzneistoffes noch bis zu vier Wochen in den Zellen und damit im Korper [190]. Dies erklart,
warum MTX nur einmal wochentlich gegeben werden muss und warum ein neuer Schub meist verzogert
auftreten kann. Auch das unterschiedliche Therapieansprechen der Patienten kann mit dem Ausmal der
Polyglutatmat-Bildung, welches von Mensch zu Mensch verschieden ist, teilweise begriindet werden [186].

b) Wirkmechanismus

MTX ist ein Analogon der Folsdure und gehort zur Gruppe der Antimetabolite. Strukturell unterscheidet es
sich von der Folsdure im Pteridinteil durch eine Amidinstruktur anstelle der Sdureamidsturktur an C(4) und
durch eine Methylierung an N(10) (Abb. 22) [192].

N
-

Abb. 22: Chemische Struktur von MTX (links) und von Folsdure (rechts)

Als Antimetabolit hemmt MTX das Enzym Dihydrofolatreduktase (DHFR) und die Thymidylat-Synthase rever-
sibel. Dabei haben die oben erwdhnten Polyglutamate einen wesentlich starkeren Hemmeffekt als das Mono-
glutamat [193], weshalb MTX auch als Prodrug bezeichnet wird [194].
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Die DHFR ist ein Schliisselenzym fiir die DNA-Synthese. Durch dessen Hemmung kann die Dihydrofolsdure
nicht mehr in die Tetrahydrofolsdure (THF) umgewandelt werden. THF {ibertrdgt die C-Bausteine bei der
Biosynthese von Thymidin und Purinen. Folglich kann bei deren Abwesenheit keine DNA-Verdopplung mehr
stattfinden. Besonders proliferierende Zellen, wie epidermale oder maligne Zellen, mit gesteigerter DNA-
Synthese werden bevorzugt angegriffen [192]. Daraufhin kommt es zu einer Verlangsamung der pathologisch
gesteigerten Keratinozytenproliferation in der psoriatischen Epidermis [195, 196].

Neben dem antiproliferativen Effekt von MTX riickt heutzutage zunehmend ein antientziindlicher Wirkme-
chanismus in den Fokus. Neben der DHFR inhibiert MTX das Enzym 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-
Ribonucleotid (AICAR)-Transformylase, welches fiir die Herstellung von Purinbasen benétigt wird. Diese
Hemmung fiihrt zu einer intrazelluldren Akkumulation von AICAR, wodurch die Enzyme des Adenosin-
Stoffwechsels AMP-Desaminase und Adenosin-Desaminase blockiert werden [197]. Erhohte extrazelluldre
und intrazelluldre Adenosinspiegel sind die Folge [181, 198-200]. Die antientziindlichen Effekte von Adeno-
sin und die Wirkung auf verschiedene Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen und Granulozyten, sind
gut belegt: So kommt es zu einer Hemmung des proentziindlichen Transkriptionsfaktors NF-xB und zu einer
gesteigerten Produktion des antientziindlichen Zytokins Interleukin-(IL)-10 [201]. Dadurch wird die Expressi-
on von pathogenen Faktoren (z.B. Adhésionsmolekiilen, IL-6, IL-8 und TNF-a) [202-205] als auch die Migra-
tion von Entziindungszellen in entziindetes Gewebe gehemmt [200].

Schlieflich werden bezliglich der Psoriasis vulgaris gegenwartig immunmodulatorische Wirkmechanismen
vermutet. Dabei diskutiert man einerseits eine Inaktivierung von Makrophagen und eine Hemmung der Pro-
duktion von Entziindungsmediatoren [206]. Andererseits konnte in einer in vitro Studie von JEFFES et al. [207]
aufgezeigt werden, dass MTX eine iiber tausendfach hohere Affinitdt zu proliferierenden Lymphzellen (Mak-
rophagen/THP-1) und T-Zellen (MOLT-4) besitzt im Vergleich zu den eingesetzten humanen Keratinozyten.
Deshalb wird auch die Proliferation von diesen Lymphzellen gehemmt und deren Apoptose stimuliert.
Zusammenfassend 1dsst sich feststellen, dass bis heute noch viele Fragen {iber den Wirkmechanismus von
MTX bei Psoriasis vulgaris offen bleiben. Es ist wahrscheinlich, dass eine Kombination aus dem antiprolifera-
tiven, antiinflammatorischen und immunsuppresiven Wirkmechanismus die Wirkung von MTX verursachen
[197].

¢) Kiinische Wirksamkeit

Obwohl MTX seit tiber 50 Jahren zur Therapie der Psoriasis vulgaris eingesetzt wird, ist die Zahl der qualita-
tiv hochwertigen Studien gering. In der S3-Leitlinie erfiillen nur insgesamt 14 Studien die Einschlusskriterien.
Durchschnittlich haben 25 bis 50 % der Patienten am Ende der Induktionsphase von 16 Wochen eine
75 %ige Verbesserung des PASI [54]. In einer Langzeittherapiestudie (n=248, Dauer 1 bis 9 Jahre) erfuhren
90 % der Patienten eine nahezu vollstdndige bis vollstindige Abheilung der Lisionen [208]. Seit 2003 exis-
tiert eine moderne, kontrollierte Studie zur Wirksamkeit von MTX im Vergleich zu Cyclosporin A. Dabei er-
reichten 60 % der Patienten einen PASI 75 und 40 % einen PASI 90. Zwischen den beiden Therapieoptionen
ist hinsichtlich der Effizienz kein Unterschied festgestellt worden [197, 209]. In einer anderen groBangelegten
Studie von 2007 hatten 35,5 % der Patienten einen PASI 75 [210]. Die klinischen Studien und die zahlrei-
chen Publikationen sowie die langjahrige klinische Erfahrung belegen die effektive Wirksamkeit von MTX bei
der Behandlung der Psoriasis vulgaris.

4.2.2  Methotrexat in der dermalen Anwendung

Aufgrund der ausgeprdgten Hepatotoxizitit bei der oralen Gabe von MTX sind bislang viele Moglichkeiten
versucht worden, MTX iiber die Haut applizieren zu kénnen (Abb. 23). Eine tabellarische Ubersicht {iber die
von 1959 bis 2011 entwickelten Formulierungen bzw. Methoden und durchgefiihrten Studien sind in der
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Verdffentlichung von PRASAD & KOUL sehr umfangreich aufgefiihrt [211]. Zundchst wurden in den 60er Jahren
herkdmmliche Vehikel wie Cremes und wéssrige Losungen untersucht. Jedoch zeigten die meisten dieser
Studien unbefriedigende Erfolge hinsichtlich der klinischen Wirksamkeit von MTX bei Psoriasis. Ebenso
konnte der Einsatz chemischer Penetrationsenhancer, wie DMSO, keine Effekte herbeifiihren [211]. 1982
wurde erstmalig die Penetration von MTX in Humanhaut (izz vitro) durch Zusatz von Propylenglykol und Iso-
propanol im Vergleich zu Wasser oder widssriger DMSO-Losung gesteigert [196].

1960-1980 1981-2000 2001-2016
 wassrige Losung [212] » Losung mit Enhancer [196] * Hydrogele [221, 222)
* wasserhaltige Creme [213] * Gele mit Enhancer 216, 217] + Liposomen [223]
» Creme mit Enhancer » Creme mit Enhancer (Propylengly- < Mikroemulsionen [224]
(DMSO) [214] kol) [218] + Ethosomen [225]
* Losung mit Enhancer [215]  Enhancer [219] + Enhancer [226]
» Mikroemulsionen [220] + lontophorese [224, 227]

* Elektroporation [228]
 Mikronadeln [229]

+ Nanogele [230]

* Transfersomen [231]
* Niosomen [232]

Abb. 23: Meilensteine in der Entwicklung topisch applizierbarer MTX-Formulierungen

In spdteren Studien fithrten Enhancer wie Laurocapram (Azone) in einem Gel und eine optimierte Creme aus
Fettalkoholen und Propylenglykol zur Penetrationsverbesserung [216, 218]. Im Jahre 1996 wurde erstmals
{iber eine Permeationssteigerung von MTX durch Einsatz einer ME auf Basis von Lecithin, Propylenglykol
und Benzylalkohol und aufgrund von Ionenpaarbildung berichtet. Jedoch sind die erhaltenen Resultate kri-
tisch zu hinterfragen, da die eingesetzten Gegenionen die gleiche Ladung wie MTX aufwiesen und sich daher
kein Ionenpaar bilden konnte [220]. Neueste Forschungen iiber Nanogele zeigten keine signifikanten Unter-
schiede zu MTX-gesdttigten, wéssrigen Losungen hinsichtlich der Permeation [230]. Auch der Einsatz von
deformierbaren Liposomen, den Transfersomen, konnte nur eine geringfligige Steigerung der Permeation be-
wirken [231].

Physikalische Methoden, wie die Iontophorese, Mikronadeln oder Elektroporation, beeinflussen die dermale
Penetration von MTX ebenfalls positiv. Dennoch gibt es bis heute kein MTX-haltiges Prdparat zur dermalen
Anwendung auf dem Arzneimittelmarkt. Eine Ausnahme stellte lediglich das Rextop® Gel dar - ein 0,25 %
MTX-haltiges Gel auf Hydroxyethylcellulosebasis, welches in Indien zugelassen war. Inzwischen wurde die-
ses Produkt aus unbekannten Griinden vom Markt genommen. Interessanterweise flihrte 2001 die Arbeits-
gruppe um SYED et al. [221] eine doppelblinde und placebokontrollierte Studie an 60 Psoriasispatienten mit
einem MTX-Hydrogel (0,25 %) durch. In dieser wurden sowohl die klinische Wirksamkeit als auch eine gute
Vertrdglichkeit belegt. Penetrationsdaten sind jedoch nicht bekannt.

Viele der o.g. Studien zwischen 2000 und 2015 konnten zwar eine Penetrationssteigerung erzielen, doch oft
waren die entwickelten Formulierungen fiir eine dermale Anwendung hinsichtlich der Vertrdglichkeit unge-
eignet. Hohe Emulgatorkonzentrationen (55-75 %), der Zusatz reizender Stoffe (Azon, Benzylalkohol, DMSO)
oder hohe Alkoholgehdlter (> 70 %) fiihren im Allgemeinen zu Irritationen auf der Haut. Deshalb ist es wei-
terhin notwendig und sinnvoll, an einer potentiellen, effektiven und vor allem auch hautfreundlichen Formu-
lierung fiir die dermale Applikation von MTX zu forschen, um eine zusdtzliche Therapieoption fiir die

Psoriasis vulgaris zu schaffen.
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4.2.3  Physikochemische Eigenschaften von MTX

Bei MTX (auch Amethopterin, internationaler Freiname: 4-Amino-4-desoxy-/N '-methylfolsiure, Summen-
formel = C,,H,,NgOs) handelt es sich um ein gelbes bis orangefarbenes kristallines Pulver mit einer Molmasse
von 454,44 g-mol'. Der Schmelzpunkt liegt bei 182 bis 189 °C [233]. Das MTX-Molekiil besteht aus einem
heterozyklischen Anteil (2,4-Diamino-substituierter Pterinring) verkniipft mit einer pAminobenzoyl-Einheit,
welche wiederum {iber eine Amidbindung an Glutaminsdure gebunden ist (Abb. 22). Somit weist das Mole-
kiil verschiedene pK,-Werte auf: zum einen 3,4 und 4,7 fiir die a- und y-Carboxylfunktion der Glutaminsdure
und zum anderen 5,7 fiir das N-1 des Pteridinringes. Dadurch erkldrt sich die pH-abhdngige Wasserldslichkeit
von MTX, welche ab einem pH-Wert von 7 zunimmt [234]. In Wasser oder Ethanol ist MTX praktisch unl&s-
lich, in anorganischen S&uren sowie im alkalischen Bereich 16slich. Trotz der schlechten Loslichkeit in Wasser
stellt MTX ein Molekiil mit einer ausgeprdgten Hydrophilie dar. Der theoretische Verteilungskoeffizient log P
liegt zwar bei -0,45 + 0,87 [131], vergleicht man aber die log 7>Werte bei pH 3 und 9, so steigen diese von -
2,95 auf -5,19 [148]. Dies spricht fiir eine extreme Hydrophilie vor allem im Bereich des physiologischen pH-
Wertes.

4.2.3.1 Sittigungsidslichkeiten

Fiir eine optimale Formulierungsentwicklung mit ausreichend hohen Arzneistoffkonzentrationen und fiir die
Entwicklung von Extraktions- oder Quantifizierungsmethoden sind umfangreiche Kenntnisse iiber die Los-
lichkeit von MTX erforderlich. Wie aus Tab. 14 hervorgeht, besitzt MTX nur eine geringe Loslichkeit in orga-
nischen Losungsmitteln, wassrigen Losungen und hydrophilen Losungsmitteln. In Wasser ist MTX praktisch
unldslich.

Die ermittelten Sdttigungskonzentrationen zeigen ebenfalls, dass mit steigendem pH-Wert die Loslichkeit von
MTX in wissriger Losung zunimmt. Lediglich bei einem pH-Wert von 3 sinkt die Loslichkeit, da hier das Mo-
lekdil elektrisch neutral vorliegt (siehe Kapitel 4.2.3.3).

Tab. 14: Sattigungsloslichkeiten von MTX (Séure- und Salzform) in verschiedenen Medien (MW=SD, n=3)

Medium ¢, MTX Loslichkeit nach ¢, MTX-Na Léslichkeit nach
[mg-ml"| Ph. Eur. [124] [mg-ml”] Ph. Eur. [124]

Organische Losungsmitte/

Methanol 0,43+ 0,03  sehr schwer 16slich 6,115 wenig 18slich

Methanol/Wasser (80:20 %, V/V) 0,46 = 0,03  sehr schwer 16slich 74,1 £6,2 16slich

DMSO 259,35+ 15,9  leicht 16slich n.b.

Wéssrige Losungen

Wasser 0,07+ 0,01 praktisch unléslich 257,8 + 0,6 leicht 16slich

Citratpuffer pH 2 0,26 = 0,03  sehr schwer 16slich 80,5+0,6 16slich

Citratpuffer pH 3 0,14+ 0,02 sehr schwer 16slich 39,1+0,3 16slich

Citratpuffer pH 4 0,32+ 0,02 sehr schwer 16slich 62,9 + 3,7 16slich

Phosphatpuffer pH 5 0,24+ 0,00  sehr schwer l6slich n.b.

Phosphatpuffer pH 5,5 0,47 + 0,01  sehr schwer l6slich n.b.

Phosphatpuffer pH 6 0,87 + 0,02  sehr schwer l6slich n.b.

Phosphatpuffer pH 6,4 3,56+ 0,02  schwer I6slich n.b.

Phosphatpuffer pH 7 10,75+ 0,10  wenig8slich 2632 + 1,1 leicht 18slich

Phosphatpuffer pH 7,4 13,68 + 0,08 wenigldslich 2782 +272 leicht 16slich

Phosphatpuffer pH 8 16,12+ 0,58  wenig6slich 312,0 £ 0,7 leicht 18slich

Boratpuffer pH 9 1898 + 1,05 wenigldslich 322,8+1,2 leicht 16slich
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Hydrophile Losungsmittel ¢, MT?I( Loslichkeit nach ¢, MTX—_Il\I a Loslichkeit nach
[ng-ml] Ph. Eur. [124] [ng-ml ] Ph. Eur. [124]

1,2-Propylenglykol (PrG) 1,51+ 0,1 schwer 16slich n.b. -

1,2-Pentylenglykol (PeG) 0,90+ 0,0 sehr schwer 18slich n.b.

1,2-Hexylenglykol 0,78 + 0,1 sehr schwer 16slich n.b.

1,2-Caprylylglykol 0,15+ 0,0 sehr schwer 18slich n.b.

Wasser/PrG (1:1) 0,30+ 0,0 sehr schwer 16slich 1359 £0,5 leicht 16slich

Wasser/PrG/DMSO (1:2:1) 0,29+ 0,0 sehr schwer 16slich 40,5+ 3,8 16slich

Wasser/PeG (1:2) 0,47 = 0,0 sehr schwer 16slich 61,8+28 16slich

Wasser/PeG/DMSO (1:2:1) 0,47 = 0,0 sehr schwer 16slich 50,3 £ 0,7 16slich

Glycerol 1443+ 04 wenig l6slich n.b.

Lutrol® E 300 (PEG 6) 1503+ 0,6 wenig l6slich n.b.

Lutrol® E 400 (PEG 8) 8,31+ 0,2 schwer 16slich n.b.

Transcutol® P 2,74+ 0,0  schwer Ioslich n.b.

Transcutol® P/Wasser (1:1) 0,62+ 0,0 sehr schwer 18slich 29,8 +0,8 wenig 16slich

Soluphor® P 51,80+ 2,6  léslich n.b.

Lipophilie Losungsmittel

IC\ZAafrl;Zgiin]; (%’;g%lengl ykol 0,1 = 0,0 praktisch unléslich n.b.

Cetiol® OF (Dicaprylyl Ether) 2,7 £ 0,6 praktisch unldslich n.b.

gzgfyli tlés C(Sgﬁe) 12 + 00  praktisch unldslich b,

Cetiol® B (Dibutyladipat) 1,2 = 0,1 praktisch unléslich n.b.

Eutanol® G16 (Hexyldecanol) 1,2 + 0,0 praktisch unléslich n.b.

Eutanol® G (2-Octyldodecanol) 1,6 = 0,1 praktisch unléslich n.b.

[sopropylmyristat 02 = 0,1 praktisch unléslich 0,8+0,3 praktisch unléslich

[sopropylpalmitat 86 = 1,6 praktisch unléslich 0,8+0,1 praktisch unléslich

k;g;zig;icrzlt?yzolI()Propylenglykol 0,1 = 0,0 praktisch unléslich n.b.

Miglyol® 812 < LoD praktisch unléslich n.b.

Octanol 82 + 0,2 praktisch unléslich 1,0+£0,1 praktisch unléslich

Octanol/Dodecanol (9:1) 6,4 = 0,8 praktisch unléslich 39+£09 praktisch unléslich

};zf?fl%sitn@oéile)@etearyl 0,6 = 0,1 praktisch unléslich 6,2+0,1 praktisch unléslich

Erggsﬁl t10)1® P/Tegosoft® 1099 = 1,3 sehr schwer 16slich 27,7+03 praktisch unléslich

Tegosoft” DEC (Diethylhexyl 215 £ 3,6 praktisch unléslich 1,6 £0,4 praktisch unldslich

Carbonate)

Varonic APM (PPG-3 Myristyl Ether) 48 + 0,8 praktisch unléslich 3,5+£0,3 praktisch unléslich

sehr leicht Iéslich > 1000 mg-mi™ schwer Ioslich 1-10mg-mi*

leicht Ioslich 100-1000mg-mi™  sehr schwer léslich 0,1-1mg-mi*

Ioslich 33-100 mg-mi* praktisch unidslich <100 ug-mi*

wenig ldslich 10-33mg-mi™ n.b.= nicht bestimmt

Ab einem pH-Wert von 7 ist MTX in Konzentrationen {iber 10 mg-ml! wenig 1dslich. Die in der Arbeit von
RUBINO et al. angegebenen Loslichkeiten bei pH 5 mit 0,41 mg/ml und bei pH 7 mit 9,1 mg/ml [234] sind
kongruent zu den hier experimentell ermittelten Werten. Daher empfiehit sich der Einsatz einer Pufferldsung
als hydrophile Phase fiir Formulierungen mit einem sehr niedrigen Wasseranteil um ausreichend MTX inkor-
porieren zu kénnen. Als Losungsvermittler kénnten vor allem DMSO, Glycerol oder Soluphor® P eingesetzt
werden. Zusdtzlich sind kurzkettige Glykole wie Propylenglykol eher geeignet als langkettige Glykole. In allen
getesteten lipophilen Medien ist MTX praktisch unldslich. Die hier durchgefiihrten Loslichkeitsstudien besta-
tigen die ausgeprdgte Hydrophilie des MTX-Molekills.
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Um zusdtzlich die Loslichkeit von MTX zu verbessern, wurde das Dinatriumsalz (MTX-Na) synthetisiert (sie-
he Kapitel 6.2) und dessen Sdttigungsloslichkeit bestimmt. Das MTX-Na zeigte eine deutliche Steigerung der
Séttigungskonzentrationen inshesondere in wéssrigen Losungen. Nach der Einteilung des Européischen Arz-
neibuches ist MTX-Na in den gepriiften Pufferlésungen ab einem pH-Wert von 5 leicht 18slich. Die Loslichkeit
in lipophilen Medien blieb unverdndert. Hinsichtlich der hohen Loslichkeit in wéssrigen Medien kann MTX-
Na auch in Formulierungen mit einem geringen Wasseranteil eingearbeitet werden.

4232 Einteilung in das Biopharmazeutische Klassifizierungssystem (BCS)

Die Bioverfiigbarkeit eines Arzneistoffes wird im Wesentlichen von der Loslichkeit und Permeabilitdt durch
biologische Membranen bestimmt. Betrachtet man die niedrige Permeabilitdt (< 90 % Absorption), so kann
MTX nur in die BCS-Klasse III oder IV einteilt werden [178, 235]. Die Unterscheidung in einer der beiden
Klassen hdngt daher nur noch von der Loslichkeit von MTX und von der hochsten verabreichten Dosis ab.
Um in Klasse III eingeteilt zu werden, muss die hochste MTX-Dosis in 250 ml wissrigem Medium
(pH 1 bis 7,5) vollstandig geldst sein. Bei der schweren Form der Psoriasis vulgaris wird wéchentlich eine
Dosis von 2,5 bis 10 mg oral verabreicht [236]. Nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten Loslichkeitsstudien
(siehe Kapitel 4.2.3.1) wédre MTX ein Arzneistoff der BCS-Klasse III. Bei der Therapie von onkologischen Er-
krankungen sind jedoch weitaus hthere Dosen {iblich (25 bis 1000 mg/m? Koérperoberfliche). Folglich wiirde
MTX in die Klasse IV eingeteilt werden, wie auch in anderen Studien angegeben [237]. Durch die Verabrei-
chung von hohen MTX-Dosen als Injektions- oder Infusionslésung bei der antineoplastischen Therapie kann
eine Bioverfiigbarkeit von 100 % erreicht werden. Um MTX vollstdndig in den Infusionslésungen zu 18sen,
wird das MTX-Na eingesetzt und dieses zdhlt aufgrund seiner hohen Loslichkeit zur BCS-Klasse III [238].

4.2.3.3 Bestimmung des Isoelekirischen Punktes

Der Isoelektrische Punkt (IEP) entspricht dem pH-Wert, bei dem ein Stoff (ein sogenanntes Polyion) in einem
elektrischen Feld aufgrund seiner intramolekularen Neutralisierung nicht mehr wandert. Die Summe der
elektrischen Ladungen ist demzufolge null. Am IEP ist die Wasserl@slichkeit eines Stoffes am geringsten und
seine Lipophilie {iblicherweise am gréBten, was einen entscheidenden Einfluss auf den Penetrationsprozess
ins Stratum corneum hat [239, 240].

Die CZE erwies sich bis heute als eine geeignete Methode, um den IEP einfach und schnell zu bestimmen
[241]. Das Prinzip der CZE beruht auf der Fahigkeit von geladenen Teilchen, in einem elektrischen Feld zu
wandern. Dabei kommen sehr diinne Kapillaren mit einer Lange von bis zu 100 cm zum Einsatz, welche den
storenden Einfluss thermisch induzierter Konvektion stark vermindern. Durch Anlegen einer hohen Span-
nung (bis zu 30 kV) konnen die verschieden geladenen Molekiile einer Probe aufgrund ihrer unterschiedli-
chen GroRe, Form und Ladung getrennt als auch detektiert werden. Die Probenmolekiile wandern in
sogenannten Probenzonen entsprechend ihrer Ladung und Mobilitdt mit unterschiedlichen Migrationszeiten
zur Kathode bzw. Anode. Diese elektrophoretische Wanderung ist immer von dem elektroosmotischen Fluss
(EQF) iiberlagert, welcher nur zum Transport und nicht zur Trennung der Probenzonen beitrdgt. Der EOF
wird vom pH-Wert des Puffers sowie von der Oberflichenbeschaffenheit der Kapillare beeinflusst. Die Sila-
nolgruppen der hdufig eingesetzten Quarzglaskapillaren sind in den meisten Puffern negativ geladen und in-
duzieren positive Ladungen in der Ndhe der Wand. Deshalb geht der EOF in Richtung Kathode, weswegen
sich auch in diesem Bereich der Detektor befindet. Der EOF kann so grol3 sein, dass sogar die negativ gelade-
nen Anionen entgegen ihrer elektrophoretischen Migration zur Kathode wandern. Folglich werden zuerst die
Kationen, dann die ungeladenen Molekiile und schlieflich die Anionen detektiert [242, 243]. Die elektropho-
retische Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen und damit die Analysengeschwindigkeit kann durch Erho-
hung der Spannung beschleunigt werden.
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Die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen bzw. deren Mobilitdt kann aus der effektiven Aufenthaltsdauer
der Probe in der Kapillare zwischen Probenaufgabe und dem Detektor ermittelt werden. Dieser Zusammen-
hang wird mit Gleichung (2) beschrieben [243].

L, L.y
'ges eff 1 1 .

- = (= Gleichung (2
He U ( tw by ) 4 [ }
U, elektrophoretische Mobilitit fcm? V* ¢7'] U  Spannung [V]
Ly,  totale Kapillarlange [cm/ t, Migrationszeit des Analyten [s|
L. Kapillarldnge bis zum Detektor Jcm/ t,  Migrationszeit des FOF (Neutralsubstanz) [s/

Ist die Migrationszeit des Analyten kleiner als die des EOFs, dann werden Kationen mit einer positiven
elektrophoretischen Mobilitdt detektiert. Umgekehrt weisen Anionen eine negative elektrophoretische Mobi-
litdt auf. Neutrale Molekiile besitzen die gleiche Geschwindigkeit wie der EOF und die elektrophoretische
Mobilitdt ergibt null. Dementsprechend kann der [EP, durch Messung der elektrophoretischen Mobilitdt von
MTX im Bezug auf den EOF bei verschiedenen pH-Werten, ermittelt werden.

Hierfiir wurden Pufferlésungen mit pH-Werten zwischen 3 und 8 hergestellt und jeweils die elektrophoreti-
sche Mobilitét berechnet. In Abb. 24 ist deutlich zu erkennen, dass bei einem pH-Wert von 3,4 keine Mobili-
tat von MTX ermittelt werden konnte, da ein Wert von null erreicht wird.
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Abb. 24: Elektrophoretische Mobilitdt von MTX in Abhéngigkeit vom pH-Wert (MW=SD; n=3)

Unterhalb eines pH-Wertes von 3,4 liegt eine positive Mobilitdt und folglich MTX als Kation vor; oberhalb
eines pH-Wertes von 3,4 als Anion. Mit der Software Marvin Sketch konnte ein IEP von 3,6 etrechnet wer-
den, was das gemessene Ergebnis bestdtigt. Des Weiteren ist zwischen den pH-Werten 3,6 und 4 ein Plateau
erkennbar. Dieses kdnnte durch die Existenz unterschiedlicher Dissoziationsformen des Molekiils (MTX**
MTX* MTX* MTX* MTX") verursacht worden sein. Insgesamt kann man festhalten, dass MTX zur Applika-
tion auf der Haut {iberwiegend als Anion vorliegt.

4.2.3.4 Verteilungskoeftizient in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Um Hinweise auf die Verteilung zwischen Formulierung und Stratum corneum bzw. zwei nicht mischbaren
Medien zu erhalten, sollte der Verteilungskoeffizient von MTX und MTX-Na bei verschiedenen pH-Werten
bestimmt werden. Hierfiir wurde der pH-Wert von 4 ausgewahlt, da dieser sich in der Nahe des [EP befindet
und MTX dort seine grofite Lipophilie besitzt. Verteilungskoeffizienten in Losungen mit pH-Werten kleiner 4
wurden im Hinblick auf eine gute Hautvertrdglichkeit nicht ermittelt.
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Der log D'Wert in einer basischen Losung (pH-Wert = 9) und am physiologischen pH-Wert wurde ebenfalls
bestimmt. Wie aus Tab. 15 hervorgeht, nimmt der Verteilungskoeffizient fiir MTX (Salz- und Saureform) mit
steigendem pH-Wert einen immer negativeren Wert an. Das bedeutet, das MTX-Molekiil wird zunehmend
hydrophiler. Oberhalb des physiologischen pH-Wertes stagniert der Verteilungskoeffizient von MTX bei einem
Wert von -4,1, da die Sdureform nahezu vollstdndig dissoziiert vorliegt. Das Dinatriumsalz hingegen kann
aufgrund der besseren Loslichkeit sogar noch hydrophilere Eigenschaften in basischer Losung annehmen.
Andere Wissenschaftler ermittelten in Studien dhnliche log [-Werte: CHATTERJEE et al. erhielten einen
108 Docianos wasser VON -1,23 + 0,03 [219] und TROTTA et al. einen 10g Dpeianormasser VON -2,05 [220] flir MTX bei
einem pH-Wert von 4. Alle experimentell bestimmten Verteilungskoeffizienten bestdtigen die ausgeprégte
Hydrophile des MTX-Molekiils.

Tab. 15: Log D-Werte von MTX und MTX-Na bei 25 °C (MW=SD, n=3)

pH-Wert log Dprx log Dyrxva

4 -1,77 £ 0,07 -4,35 £ 0,02
7,4 -4,07 + 0,09 -451 £ 0,11
9 -4,13 £ 0,01 -5,18 £ 0,09

4235 Stabilititsuntersuchungen

Die Stabilitdt von MTX wurde tber einen Zeitraum von drei Jahren in unterschiedlichen Medien untersucht.
Es sollten erste Hinweise auf mogliche Instabilitditen durch den Einfluss des pH-Wertes oder von UV-Licht
erhalten werden. Es wurden jeweils drei Chargen hergestellt. Normalerweise wiirde man fiir jeden Messzeit-
punkt je eine Probe einer Charge einlagern. Damit kann gewahrleistet werden, dass die Probe bis zur Priifung
nicht in Kontakt mit der Umgebungsluft kommt und dadurch Oxidationsprozesse begiinstigt werden. Jedoch
wiirde dies im Rahmen dieser Arbeit den Materialaufwand unverhéltnismaRig steigern, sodass jede Charge
nur viermal in Braunglasvials abgefiillt wurde (1., 2., 3. und 4. Anbruch). Der MTX-Gehalt wurde zum einen
aus dem geschlossenen GefdB heraus fiir vier Zeitpunkte bestimmt (Startwert, 8 Wochen, 52 Wochen und
3 Jahre). Fiir alle dazwischenliegenden Messungen erfolgte die Quantifizierung aus dem bereits gedffneten
GefdB. Alle Proben wurden bei einer Temperatur von 23 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 % unter
Lichtausschluss im Klimaschrank gelagert. Lediglich eine wéssrige MTX-Charge wurde bei Raumtemperatur
ohne Lichtschutz in Vails aus WeiBglas gelagert. Fiir die Uberpriifung der Stabilitit wurde aus jeder Charge
dreimal eine Probe entnommen, entsprechend verdiinnt und mittels HPLC-UV quantifiziert. Um die mikro-
bielle Stabilitdt iber den gesamten Priifungszeitraum zu gewdahrleisten, wurden die wassrigen Proben mit
einem 20 %igen Pentylenglykolgehalt hergestellt. Aufgrund der besseren Loslichkeit wurde das MTX-Na ver-
wendet. Nach Einstellung des pH-Wertes kam es jedoch bei den Proben mit pH 3 und pH 4 zu einem Ausfal-
len des Stoffes, da dessen Loslichkeit unterschritten wurde. Deshalb wurde die Arzneistoffstabilitit in einem
pH-Bereich von 5 bis 8 untersucht.

Wie man aus Abb. 25 erkennen kann, ist ein neutraler bis leicht basischer pH-Wert optimal fiir eine Lagerung
in wassriger Losung. Eine Lagerung im Kiihlschrank ist nicht erforderlich. Der MTX-Gehalt ist bei den Proben
mit einem pH-Wert von 7,4 bzw. 8 nach drei Jahren nicht unter 90 % abgesunken und MTX in diesen Lo-
sungen stabil. Bei einem pH-Wert von 5 wurde diese Grenze schon nach einem Jahr unterschritten. Insge-
samt war bei allen Proben der MTX-Gehalt niemals kleiner als 80 %. Zusétzlich kann man erkennen, dass der
MTX-Gehalt innerhalb eines Anbruchs stetig abnimmt und somit Oxidationsprozesse durch den Kontakt mit
Luft beglinstigt werden.

44



4 PENETRATIONSSTEIGERUNG VON METHOTREXAT ZUR TOPISCHEN BEHANDLUNG DER SCHUPPENFLECHTE

1. Anbruch 2. Anbruch 3. Anbruch 4. Anbruch
104 ] I I |
ol £
! e S ? 2. e
90 - —— \$§ N
I ) — —
80 t
& 70 4
<
[_‘
= 604
=
4~
= 504
=
(%]
S 404
30
—e—pH5 pH7
20 —e—pH6 —e—pH7,4
10_ *'*pH 6,5 _._pH8
0 T T T T T T T T T T T T T T ////' T !
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 160
Zeit [Wochen]

Abb. 25: Stabilitdt von MTX in wiéssrigen Losungen mit verschiedenen pH-Werten bei einer Temperatur von 23 °C (MW=SD,
n=9)

Zusdtzlich wurde die Stabilitdt in Wasser unter Einfluss von Licht sowie unter Zusatz des Losungsvermittlers
Soluphor® P (SP) untersucht (Abb. 26). MTX ist in wissriger Losung bis zu einem Jahr stabil. Der Zusatz von
SP hat die Stabilitdt von MTX nicht negativ beeinflusst. Die Messung der Stabilitdt unter Lichteinfluss war
deshalb interessant, weil allgemein behauptet wird, dass MTX photolabil sei. Es sollte nun herausgefunden
werden, wie schnell dieser Zerfall vonstattengeht, um auszuschlieRen, dass es bereits wahrend langandauern-
der Experimente oder wihrend der Applikation auf die Haut, zu Abbauprozessen kommt. Uberraschender-

weise wurde nachgewiesen, dass MTX flir mindestens vier Wochen in wassriger Losung stabil ist (siehe Pfeil
in Abb. 26).
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Abb. 26: Stabilitdt von MTX in Wasser bei einer Temperatur von 23 °C (MW<+SD, n=9)
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Daher kann MTX problemlos auf die Haut appliziert werden bzw. bei Experimenten mit lingeren Versuchs-
zeiten in wassriger Losung unter Einfluss von UV-Licht verwendet werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass zukiinftige Formulierungen, die MTX enthalten, auf einen neutralen
pH-Wert eingestellt und vor Luft sowie vor Licht geschiitzt gelagert werden sollten, um eine lange Stabilitdt
zu gewdhrleisten. Ebenfalls sollte die Haltharkeit fiir bereits gedffnete Gefdle verkiirzt bzw. eine Aufbrauch-
frist nach Anbruch angegeben werden.

4.3  Untersuchungen an Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von
Methotrexat

Hinsichtlich der guten Solubilisierungseigenschaften wie auch dem bekannten und heute akzeptierten penet-
rationssteigernden Effekt sollten stabile Mikroemulsionen zur dermalen Anwendung von MTX entwickelt
und eingesetzt werden. Da oft der hohe Emulgatorgehalt bei Mikroemulsionen eine kritische Komponente
darstellt, war das Ziel fiir die Entwicklung, nur hautfreundliche Emulgatoren in mdglichst niedrigen Konzent-
rationen zu verwenden.

4.3.1 Entwicklung von Mikroemulsionen und Phasendreieck

4.3.1.1 Enmtwicklung von Mikroemulsionen

In dieser Arbeit sollten sowohl W/O- also auch O/W-Mikroemulsionssysteme entwickelt werden, welche
maximal einen Tensidgehalt von 25 % und einen Anteil der kolloidalen Phase von mindestens 5 % aufweisen.
Inzwischen findet man in der aktuellen Literatur bereits zahlreiche Mikroemulsionsgemische, welche u.a. auf
Polysorbaten, Sorbitanfettsdureestern, Phopholipiden oder Macrogolfettsaureestern basieren [93]. Fiir die
Etablierung eines neuartigen Systems sollte daher der Fokus auf den Einsatz von hautfreundlichen Tensiden
gelegt werden. Polyethylenglykol (PEG) oder PEG-Derivate wurden, aufgrund des kontrovers diskutierten
Einsatzes in der Kosmetikbranche, nicht verwendet. Insgesamt wurden ca. 400 Mischungen hergestellt, die
Emulgatoren wie Betaine, Polyglycerole, Sucroseester (SE), Poloxamere und Propylenglykolfettsdureester be-
inhalteten. Speziell Gemische aus Sucroseestern mit Polyglycerolen und mit Propylenglykolfettsdureestern
erwiesen sich als vielversprechende Kombinationen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst eine ME ausgewdhlt, welche mit einem Anteil der kolloidalen Pha-
se von 5 % eine O/W- und ebenso eine W/O-Phasenlage aushilden kann. Die Inhaltsstoffe und deren Zu-
sammensetzung sind in Tab. 16 dargestellt. Aufgrund des enthaltenen SE L-595 (HLB-Wert: 5) wird die ME
mit ME-L595-WO bzw. ME-L595-OW bzw. ohne spezifische Zusammensetzung als ME-L595 abgekiirzt.

Tab. 16: Zusammensetzung des ME-L595 Systems (Angaben in %, m/m)

Komponente ME-L595-WO ME-L595-OW ME-L595
SE L-595 12,50 10,00

15-90
Tego® Care PL4 12,50 10,00
[PP* 70,00 5,00 5-80
Wasser 1,67 25,00 5. 75
Pentylenglykol 3,33 50,00

*Cetiol® B und Eutanol® G16 ebenfalls als lipophile Komponente méglich

Der SE L-595 setzt sich aus 30 % Mono- und 70 % Di-, Tri- und Polyestern von Laurinsdure und Saccharose
zusammen [244]. Er wurde bereits in Experimenten von LERK als PEG-freier Emulgator mit vielversprechen-
den Solubilisierungseigenschaften fiir schlecht wasserldsliche Arzneistoffe entdeckt [245]. Als Co-Emulgator
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kam Polyglyceryl-4-laurat (Handelsname: Tego® Care PL4, HLB-Wert: 11) zum Einsatz. Isopropylpalmitat
(IPP), ein synthetisches Wachs, wurde als lipophile Phase gewihit. Jedoch erwiesen sich auch Cetiol® B und
Eutanol® G16 als geeignete lipophile Komponenten. Die hydrophile Phase setzt sich aus Wasser und Penty-
lenglykol zusammen. Der Einsatz von Glykolen begiinstigt die Ausbildung von Mikroemulsionen, da sie sich
in die emulgatorreichen Grenzflachen lagern und fiir eine bessere Kriimmung und Fluiditdt sorgen [246,
247]. Aufgrund des Wasser-Pentylenglykol-Verhéltnisses von 1:2 enthdlt das dazugehorige O/W-System einen
relativ hohen Glykolanteil und kénnte zu Irritationen auf der Haut fiihren. Demzufolge wurde eine weitere
ME entwickelt, welche einen Pentylenglykolgehalt von maximal 20 % bezogen auf die Wasserphase besitzt
und auf dem SE L-1695 (HLB-Wert: 16) basiert (Bez.: ME-L1695 bzw. ME-L1695-OW):

Tab. 17: Zusammensetzung des ME-L1695 Systems (Angaben in %, m/m)

Komponente ME-L1695-OW ME-L1695
SE L-1695 13,75

™ ! 15-40
Lauroglycol™ 90 6,25
IPM 5,00 5-30
Wasser 60,00 30- 80
Pentylenglykol 15,00

Der hier eingesetzte SE L-1695 enthdlt im Gegensatz zum SE L-595 einen wesentlich htheren Anteil an Mo-
noestern (80 %) und besitzt daher einen HLB-Wert von 16 [248]. Propylenglykolmonolaurat (Handelsname:
Lauroglycol™ 90, HLB-Wert: 5) diente als Co-Emulgator. Als lipophile Phase wurde Isopropylmyristat (IPM)
verwendet, da der Einsatz von IPP nicht zur Ausbildung einer ME fiihrte.

In der Literatur sind nur wenige ME-Systeme mit Sucroseestern beschrieben bzw. physikochemisch charakte-
risiert [249-255]. Ebenso wurden sie teilweise in Kombination mit Alkoholen, zum Beispiel mit Butanol oder
Pentanol [256, 257], in Mikroemulsionen eingearbeitet, was flir die Hautvertrdglichkeit nachteilig ist. Die
beiden eingesetzten SE zeigten in Untersuchungen kein irritatives Potential und sind somit ideal fiir hautver-
trdgliche Formulierungen geeignet [249).

4.3.1.2 Pseudoterndre Phasendiagramme

Mikroemulsionen existieren stets in einem begrenzten Konzentrationsbereich eines speziellen Wasser-Ol-
Emulgator-Verhdltnisses. Fiir die Darstellung dieses Existenzbereiches wird typischerweise ein Dreiecksdia-
gramm verwendet [257-259], wobei jeder Ecke eine Komponente zugeordnet wird: Ol, Wasser und Tensid.
Da hydrophile Komponenten wie Wasser und Glykole oder die Tenside als gemeinsame Komponente aufge-
tragen werden, findet der Begriff pseudoterndres Phasendiagramm hier Anwendung,.

a) ME-L595-System

Das Phasendreieck der ME-L595 zeigt ein ausgeprégtes isotropes Gebiet (Abb. 27 - hellgriin dargestellt), wel-
ches die Ausbildung einer ME indiziert. Der blaue Bereich markiert die Kompositionen, die ein milchiges Er-
scheinungsbild hatten oder Phasenseparation aufzeigten. Ab einer Konzentration von 55 % Emulgatorgemisch

wurde bei der Herstellung ein Anstieg der Viskositdt festgestellt. Es wird vermutet, dass es bei hoheren Ten-
sidkonzentrationen zur Ausbildung lamellarer Phasen kommt (siehe Kapitel 4.3.2.2). Interessanterweise
konnten mit diesem ME-System verschiedene Phasenlagen erhalten werden. Je nach Mischungsverhiltnis
sind O/W-, W/O- und bikontinuierliche Mikroemulsionen herstellbar, welche in dem anschlieBenden Kapitel
genauer charakterisiert werden.

47



4 PENETRATIONSSTEIGERUNG VON METHOTREXAT ZUR TOPISCHEN BEHANDLUNG DER SCHUPPENFLECHTE

® zweiphasig
@ isotrop - viskos
@ isotrop

0

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

SE L-595 : Tego® Care PL4 (1:1) [%]
Abb. 27: Pseudoternires Phasendiagramm des ME-L595-Systems

b) ME-L1695-System

Das Phasendreieck der ME-L1695 wies ein deutlich kleineres isotropes Gebiet auf (Abb. 28). Dies kann vor
allem auf den stark reduzierten Glykolgehalt zuriickgefiihrt werden. Des Weiteren konnten einige Mischun-
gen (grau markiert) nicht hergestellt werden, da der Wassergehalt zum Ldsen des Emulgators zu gering war.
Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei allen isotropen Mischungen um O/W-Systeme handelt.
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@ isotrop
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/ /

/ / /
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SE L1695 : Lauroglycol™ 90 (2:1) [%]

Abb. 28: Pseudoternires Phasendiagramm des ME-L1695-Systems
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4.3.2  Physikochemische Charakterisierung

Da die Erstellung der Phasendiagramme keine Aussage zur Mikrostruktur der entwickelten Systeme liefert,
sondern lediglich die einphasigen, isotropen Gebiete markiert, sind weitere Untersuchungen zur physikoche-
mischen Charakterisierung notig. Mit Hilfe verschiedenster Methoden sollen folgend die verschiedenen kol-
loidalen Strukturen (O/W-, W/O-; bikontinuierliche ME, lamellare Phasen) identifiziert und die GréBe der
kolloidalen Phase ermittelt werden. Dafiir ist es sinnvoll, festgelegte Dilutionsreihen zu verwenden. Fiir das
System ME-L595 wurden die Reihen A, B und C untersucht, welche auch im Phasendreieck abgebildet sind.
Zusitzlich wurden Mischungen auBerhalb des isotropen Phasengebietes in die Untersuchungen eingebunden,
um die Ubergangsgrenze genauer bestimmen zu kénnen. Die Zusammensetzungen sind in Tab. 43 (Anhang
7.6) aufgefiihrt. Fiir das System ME-L1695 wurden aufgrund des kleinen Phasengebietes alle isotropen Mi-
schungen in die physikochemische Untersuchung eingebunden (Tab. 17, Anhang 7.6).

4.3.2.1 Konduktivititsmessungen

Die Eigenschaft, das Wasser den elektrischen Strom leitet, wird hdufig genutzt, um die Phasenlage bzw. Pha-
seniibergdnge innerhalb eines Mikroemulsionsystems mittels Leitfdhigkeitsmessungen zu bestimmen [260,
261]. DemgemiR leitet eine ME vom W/O-Typ den elektrischen Strom kaum, denn nur durch die Bewegung
einzelner Tropfchen kann Ladung transportiert werden. Nimmt der Anteil der Wassertrépfchen innerhalb des
Gemisches zu, kommt es zur Ausbildung von zusammenhéngenden Gebilden (Clustern), was als Perkolation
bezeichnet wird. Entlang dieser Wasserpfade innerhalb des dynamischen Netzwerkes kann der elektrische
Strom geleitet werden. Der kritische Wert des dafiir benétigten Volumenanteils wird auch als Perkolations-
schwelle bezeichnet [262]. Diese geht mit einem starken Anstieg der elektrischen Leitfdhigkeit « einher. Tragt
man folglich k gegen die Wasserfraktion ¢,, in einem Diagramm auf und bildet die 1. Ableitung, stellt das da-
raus resultierende Maximum die Perkolationsschwelle dar [263].

a) ME-L595-System

Betrachtet man zunéchst die gemessenen Leitfdhigkeiten der Dilutionsreihen A
und B des ME-L595-Systems (Abb. 29), so nimmt die elektrische Leitfdhigkeit mit
steigendem Wasseranteil zu. Bei den Proben der Dilutionsreihe A (konstanter
Tensidgehalt von 40 %) kann ein starker Anstieg der Leitfdhigkeit ab einer Was-
serfraktion von 10 % (2 30 % hydrophile Phase) beobachtet werden. Sy
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Abb. 29: Links: Elektrische Leitféhigkeit als Funktion der Wasserfraktion entlang der Dilutionsreihe A und B (MW=SD, n=3,
gemessen bei 25 °C). Rechts: Darstellung der 1. Ableitung gegen die Wasserfraktion.
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Der Wendepunkt und das Maximum der 1. Ableitung zeigen eine deutliche Perkolationsschwelle. Es kommt
zur Ausbildung stromleitender Wasserkanile und zu einem Ubergang von einem W/O- zu einem bikonti-
nuierlichen System [260]. Da die Probe mit 10 % Wasser (Probe A4) sich genau im Zentrum des pseudoterné-
ren Phasendiagramms befindet, bestétigt das erhaltene Ergebnis die Vermutung von einem bikontinuierlichen
Charakter. Erhtht man den Wasseranteil im System weiter, bleibt die Leitfdhigkeit ab einer Wasserfraktion
von 13,3 % auf einem hohen Niveau relativ konstant. Es wére denkbar, dass die Tensidmolekiile nun voll-
stdndig hydratisiert sind und eine Erhthung des Wassergehaltes keinen weiteren Einfluss auf die Konduktivi-
tat hat. Ein Ubergang zur O/W-Phase war zwar nicht messbar, ist aber ab 13,3 % Wasserfraktion (entspricht
einem Anteil der hydrophilen Phase von 40 %) wahrscheinlich.

Die gemessenen Leitfdhigkeiten der Dilutionsreihe B scheinen ebenfalls sehr interessante Aspekte aufzuwei-
sen. Die Kurve der 1. Ableitung zeigt sogar zwei Maxima auf. Das erste Maximum und somit ein deutlicher
Anstieg der Leitfdhigkeit tritt ab einer Wasserfraktion von 15 % (£ 45 % hydrophile Phase, Probe B6) auf.
Dies konnte auf einen Ubergang von einer lamellaren Phase zu einer bikontinuierlichen oder O/W-ME hin-
weisen [261]. Das Wasser ist nahezu vollstandig in die lamellaren Strukturen eingebunden und konnte erst
durch Erhohung der Wasserfraktion wieder stromleitende Bahnen ausbilden. Die Ausbildung von lamellaren
Phasen unter der Verwendung von Sucroseestern in Mikroemulsionen konnte bereits in anderen Arbeiten
beobachtet werden [252]. Das zweite, aber kleinere Maximum tritt bei einem Volumenanteil von 25 % Was-
ser auf. Dies ldsst vermuten, dass erst in diesem Bereich eine tropfchenartige ME vom O/W-Typ existiert und
diese aus einer bikontinuierlichen Struktur hervorgegangen ist.

Fiir die vier Proben der Dilutionsreihe C konnte nur eine sehr niedrige elektrische Leitfdhigkeit von
0,07 uS-cm’ gemessen werden. Durch den geringen Anteil an Trépfchen kann ein minimaler Teil der Ladung
im Vergleich zu der reinen Olphase transportiert werden. Folglich liegen in diesem Bereich Mikroemulsionen
vom W/O-Typ vor.

b) ME-L1695-System

Die gemessenen Leitféhigkeiten aller isotropen Mischungen des ME-L1695-Systems
sind in Abb. 30 dargestellt. Zundchst ldsst sich feststellen, dass alle Proben sich
durch hohe Leitfdhigkeiten kennzeichnen und es sich vermutlich um O/W-Systeme
handelt. Das Wasser bildet die dullere kontinuierliche Phase, in der die lipophile
Phase dispergiert vorliegt. Es konnte kein starker Anstieg der Konduktivitdt oder ein
Maximum beobachtet werden, welches auf eine Perkolation hinweisen konnte.
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Abb. 30: Links: Elektrische Leitfdhigkeit als Funktion der Wasserfraktion aller isotropen Mischungen (MW=+SD, n=3, gemessen
bei 25 °C). Rechts: Darstellung der 1. Ableitung gegen die Wasserfraktion.
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Aus diesem Grund konnte ein Ubergang zu anderen Strukturen (bikontinuierlich oder fliissig-kristallin) mit
Hilfe der Leitfdhigkeit fiir dieses System nicht nachgewiesen werden. Mit steigendem Tensid-, jedoch mit sin-
kendem Wassergehalt nimmt die elektrische Leitféhigkeit zu. Folglich besitzt die ME aus 40 % Tensid, 55 %
Wasser und 5 % Ol die grofte Konduktivitit. Dies l4sst sich damit erkldren, dass wahrscheinlich herstellungs-
bedingt das Tensid ionische Bestandteile enthilt, die den elektrischen Strom leiten. Innerhalb einer Tensid-
reihe mit gleichbleibendem Tensidgehalt kommt es durch Erhdhung des Volumenanteils von Wasser zu
einem Anstieg der Konduktivitdt. Jedoch wird auch in diesem Fall kein Maximum erreicht. Die gemessenen
Konduktivitdtswerte des ME-L1695-Systems (> 60 pS-cm!) waren deutlich héher als die des ME-L595-
Systems (< 16 uS-cm™), was auf den deutlich hdheren Wasseranteil zuriickzufiihren ist.

Zusammeniassung
Es konnte festgestellt werden, dass die isotropen Mischungen des ME-L595-Systems je nach Lage im Phasen-

dreieck, W/O-, bikontinuierliche oder O/W-Charakter aufweisen konnen. Durch Messung der Leitfdhigkeit
konnten weitere Hinweise auf die Existenz einer lamellaren Phase erhalten werden. Das ME-L1695-System
dagegen scheint nur Mikroemulsionen vom O/W-Typ auszubilden.

4.3.2.2 Polarisationsmikroskopie

Zur Unterscheidung verschiedener kolloidaler Strukturen kann man die Polarisationsmikroskopie einsetzen.
Da bei einigen Mischungen des ME-L595-Systems hohe Viskositdten festgestellt wurden, wird angenommen,
dass sich bei htheren Tensidkonzentrationen fliissig-kristalline Phasen ausbilden. Die eingesetzten SE zeigen
ebenfalls, aufgrund ihrer Kristallstruktur, ein typisches Bild unter dem Einfluss von polarisiertem Licht (Abb.
31-A) und es wire moglich, ungeldste Partikel zu detektieren. Alle Proben des ME-L595-Systems mit einem
Tensidgehalt zwischen 20 und 75 % wiesen im Polarisationsmikroskop isotrope Strukturen auf (Abb. 31-B).
Erst bei Tensidgehalten {iber 80 % (Proben ME-L595-85%-1 und ME-L595-80%-1) wurden anisotrope Struk-
turen beobachtet. Diese zeigten eindeutig Malteserkreuze (Abb. 31-C) und kdnnen den lyotropen fliissig-
kristallinen Mesophasen (lamellar) zugeordnet werden [264, 265]. Die Proben, welche isotrop waren und
trotzdem eine erhthte Viskositdt aufzeigten, konnten Gemische aus trépfchenformigen, bikontinuierlichen
oder lamellaren Strukturen darstellen.

Bei den Proben des ME-L1695-Systems handelte es sich mehrheitlich um isotrope Strukturen. Lediglich die
Proben 40 %-5 und 40 %-6 zeigten vereinzelt Malteserkreuze (Abb. 31-D). Mdglich wire, dass auch in die-
sem Fall tropfchenartige und lamellare Strukturen koexistieren.

Ao o .":, —_ —T—

Abb. 31: Aufhahmen mit dem Polarisationsmikroskop des festen Sucroseesters L-595 (A), einer isotropen ME (B), der ME-L595-
85%-1 (C) und der ME-L1695-40%-6 (D) mit 200facher bzw. 500facher VergroRerung

4.3.2.3 Dichte

Die Dichte der ME-L1695-OW betrug 1,006 + 0,001 g-cm?; der ME-L595-OW 1,002 + 0,001 g-cm?® und
der ME-L595-WO 0,963 + 0,008 g:cm® (MW<+SD; n=3). Die mittlere Dichte der niedrig-viskosen isotropen
Mischungen beider ME-Systeme betrug 1,007 + 0,011 g-cm?®. Aufgrund der niedrigeren Dichte von IPM
bzw. IPP im Vergleich zu Wasser nahmen die Dichten der Mischungen mit zunehmendem Olanteil ab [266].
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43.2.4 Viskosititsuntersuchungen

Im Allgemeinen haben Mikroemulsionen eine niedrige Viskositdt in einem Bereich von 10 bis 150 mPa-s
[255-257], wodurch sie sich leichter auf die Haut applizieren lassen, z.B. mit einem geeigneten Spriihsystem,
um eine gute Spreitung auf der Haut zu ermdglichen. Bei der Erstellung der Phasendiagramme war jedoch
bereits aufgefallen, dass die Viskositdten der isotropen Mischungen stark variierten. Vor allem bei dem System
ME-L-595 erreichten die tensidreichen Mischungen eine fast gelartige Konsistenz. Durch Bestimmung der
Viskositdt kann eine ME deutlich von anderen isotropen Fluiden wie fliissigkristallinen Phasen oder Gelen
abgegrenzt werden. Lamellare Strukturen z. B. weisen eine erhdhte Viskositdt und scherverdiinnendes FlieR-
verhalten auf [261]. Weiterhin ist es mdglich, durch die Bestimmung der Viskositit Uberginge von trépfche-
nartigen zu bikontinuierlichen Systemen zu identifizieren [255, 267, 268]. Die Viskositdt der O/W- oder
W/0O-Mikroemulsionen sollte im Vergleich zu bikontinuierlichen Mikroemulsionen beziiglich des sphérischen
Aufbaus folglich niedriger sein.

Demzufolge wurde zum einen die kinematische bzw., unter Beriicksichtigung der Dichte, die dynamische
Viskositét unter Einsatz eines UBBELOHDE Viskosimeters bestimmt. Zum anderen wurde mit einem Rotations-
viskosimeter durch Verdnderung der Scherrate ermittelt, ob idealviskoses FlieBverhalten vorliegt. Beide
Messmethoden lieferten vergleichbare Ergebnisse.

b) ME-L595-System

Betrachtet man die Viskositdten des ME-1595-Systems (Abb. 32), ist festzustellen,
dass mit sinkender Wasserfraktion oder mit steigendem Emulgatorgehalt die Vis-
kositdten anstiegen. Fiir fast alle Proben lagen die gemessenen Viskositdtswerte in
dem {iblichen Bereich fiir Mikroemulsionen. Da Pentylenglykol eine Viskositdt

von 135 mPa-s besitzt und bei diesem System in einer dreimal hoheren Konzent- {
ration in der hydrophilen Phase enthalten ist als in dem ME-L1695-System, erge- 7w v 7w o 7 o o 0"
ben sich insgesamt hohere Viskosititswerte (30 bis 400 mPa-s) [269).
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Abb. 32: Dynamische Viskositdt der isotropen Mischungen des ME-L595-Systems in Abhangigkeit von der Wasserkonzentrati-
on (links) und Emulgatorkonzentration (rechts) (MW<+SD, n=16)

Die Probe B-1 lag auBerhalb des isotropen Phasengebietes und zeigte eine sehr geringe Viskositdt von
16 mPa-s. Ein Ubergang zur isotropen Phase (Probe B-2) war nicht erkennbar. Ein sehr starker Anstieg der
Viskositét auf einen Wert von 850 mPa-s konnte bei Probe B-8 (Wassergehalt 8,3 %; Emulgatorgehalt 70 %)
beobachtet werden. Bei dieser Probe handelt es sich wahrscheinlich um eine fliissigkristalline Phase.
Ob sich ein Fluid idealviskos verhdlt, kann mit Hilfe eines Rheogramms {iberpriift werden. Trdgt man die
Scherrate ¥ (auch Schergeschwindigkeit, friiner D) iiber die Schubspannung t auf, erhilt man fiir idealviskose
Fliissigkeiten eine Gerade. Die erhaltenen Rheogramme (Abb. 33 - links) lassen zundchst vermuten, dass alle
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Proben NEWTONSCHES FlieRverhalten besitzen. Es ist jedoch auch erkennbar, dass die Anstiege der Geraden
mit steigender Tensidkonzentration abnehmen (B-1 zu B-8) und sich die Viskositét, besonders bei der Probe
B-8, stark erhoht. Trdgt man nun die Viskositdt in Abhéngigkeit von der Scherrate auf (Abb. 33 - rechts, Abb.
34), sollte diese bei idealviskosen Fluiden unabhdngig von der Scherrate sein.
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Abb. 33: Links: Rheogramm bzw. Rechts: Viskositdtskurven der isotropen Mischungen der B-Reihe des ME-L595-Systems in
Abhingigkeit von der Scherrate bei 25 °C (Messung bei 16 verschiedenen Scherraten)
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Abb. 34: Viskositatskurven der C-Reihe (links) und der A-Reihe (rechts) des ME-L595-Systems in Abhéngigkeit von der Schetra-
te bei 25 °C (Messung bei 16 verschiedenen Scherraten)

Diese Bedingung erfiillen fast alle gemessenen Proben. Betrachtet man jedoch die Viskositdtskurve der Probe
B-8, so nimmt die Viskositdt mit steigender Scherrate ab. Diese Scherverdiinnung kénnte ein Hinweis auf ei-
ne lamellare Phase sein, wie es in der Arbeit von SADTLER et al. [267] beschrieben wurde. Die Probe B-7 wies
zwar keine scherverdiinnenden Eigenschaften auf, aber eine hohe Viskositdt von {iber 300 mPa-s. Mogli-
cherweise konnte es sich auch in diesem Fall um eine Li-Phase (bikontinuierliche Struktur oder Schwamm-
phase) handeln, da diese Systeme ebenso idealviskoses FlieRverhalten besitzen kénnen [255]. Fiir die Probe A-
1 (Abb. 34) wurden Viskositdten von iiber 350 mPa-s gemessen. Ein idealviskoses FlieBverhalten konnte
nicht zweifelsfrei festgestellt werden. Die gemessenen Viskositdten der Proben A-2 und C-4 lagen ebenfalls
aulerhalb des typischen Bereiches fiir Mikroemulsionen. Insofern kann man annehmen, dass es sich bei den
isotropen Mischungen A-1, A-2, B-7, B-8 und C-4 um lamellare Strukturen oder bikontinuierliche Systeme
handelt. Alle anderen isotropen Mischungen der A-, B- und C-Reihe, inklusive der fiir spatere Experimente
ausgesuchten ME-L595-WO (C-2), zeigten niedrige Viskositdten, welche mit den Angaben in der Literatur
vergleichbar waren [256]. Bei diesen Mischungen kann man davon ausgehen, dass es sich um niedrig-viskose,
monokontinuierliche Systeme mit Mikroemulsionscharakter handelt.
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b) ME-L1695-System

Aus Abb. 35 (links) kann man sehr gut erkennen, dass die dynamische Viskositdt
mit steigendem Wassergehalt bei allen Tensidkonzentrationen abnimmt. Durch die
niedrige Viskositdt des Wassers mit 1,0087 mPa-s wird die kontinuierliche Phase
erhtht und die gesamte Mischung flieRfdhiger. Betrachtet man die Zunahme des
Emulgatoranteils bei gleichbleibender Olkonzentration (Abb. 35 - rechts), so steigt
die Viskositdt an. Der SE ist ein Feststoff und erhoht die Viskositét. Die Viskosititen "
aller isotropen Mischungen und der ME-L1695-OW (20%-1) mit einer Viskositdt

von 12,59 + 0,21 mPa-s liegen in einem Bereich von 5 bis 160 mPa-s [256, 257].
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Abb. 35: Dynamische Viskositét der isotropen Mischungen des ME-L1695-Systems in Abhéngigkeit von der Wasserkonzentrati-
on (links) und Emulgatorkonzentration (rechts) (MW+SD, n=16)
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Abb. 36: Links: Rheogramm bzw. Rechts: Viskositdtskurven verschiedener isotroper Mischungen des ME-L1695-Systems in
Abhiangigkeit von der Scherrate bei 25 °C (Messung bei 16 verschiedenen Scherraten)

Sowohl aus den erstellten Rheogrammen als auch aus den erhaltenen Viskositdtskurven (Abb. 36) geht her-
vor, dass sich alle Proben idealviskos verhalten. Wie bereits im System ME-L595 gesehen, nimmt mit steigen-
der Tensidkonzentration die Viskositdt zu. Auch wenn die Proben 40%-6 und 40%-5 hohere Viskositdten
aufwiesen, war ein Ubergang zwischen verschiedenen Strukturen oder Phasenlagen nicht erkennbar. Es kann
angenommen werden, dass mehrheitlich tropfchenartige Mikroemulsionen vom O/W-Typ vorliegen.
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4325 DSC-Messungen

Die dynamische Differentialkalorimetrie (DSC, engl. Differential Scanning Calorimetry) ist die am hdufigsten
verwendete thermische Methode iiberhaupt, mit welcher unter anderem Phasenumwandlungserscheinungen
und Zustandsdnderungen in amphiphilen Systemen analysiert werden kénnen [128]. Interessanterweise nutz-
te bereits GARTI et al. im Jahr 2000 die DSC im Minusgradbereich, um die Mikrostruktur seiner
Sucroseestermikroemulsionen ndher beschreiben zu kénnen [270]. Dabei liefert vor allem der physikalische
Zustand des Wassers Riickschlusse auf die Mikrostruktur des Systems. Zum einen kann das Wasser als ,frei-
es“ Bulkwasser vorliegen und besitzt die gleichen Eigenschaften wie reines Wasser. Zum anderen kann das
Wasser, wenn es mit den Tensidmolekiilen in Wechselwirkung tritt, als ,,stark gebundenes“ Wasser vorliegen
und unterscheidet sich hinsichtlich der thermodynamischen Eigenschaften (Erstarrungspunkt sowie Schmelz-
punkt, Warmekapazitdt, Enthalpie) von reinem Wasser [271]. Das heilt, dass ,gebundenes“ Wasser erst bei
niedrigeren Temperaturen unter 0 °C gefriert. Dies kann aus den aufgenommenen DSC-Kurven anhand der
GréBe und Position des Wasserpeaks ermittelt werden. Aus diesem lassen sich dann Riickschliisse auf die
Struktur innerhalb einer ME erschliefRen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden analog PODLOGAR alle isotropen Mischungen des ME-1695-Systems und
ausgewdhlte Mischungen der drei Dilutionsreihen A, B und C (A: Tensidgehalt konstant; B: [PP-Gehalt kon-
stant; C: Wassergehalt konstant) des ME-L595-Systems untersucht [272]. Ebenfalls wurden die DSC-Kurven
aller verwendeten Komponenten aufgezeichnet, um die erhaltenen DSC-Thermogramme besser interpretie-
ren zu kénnen. Zur Beurteilung der Mikrostruktur werden folgend nur die Kiihlkurven gezeigt, welche aus-
nahmslos einen exothermen Verlauf aufwiesen. Die ebenfalls aufgenommenen Aufheizkurven sind nicht
dargestellt, da aus diesen keine neuen Erkenntnisse erhalten werden konnten.

a) ME-L595-System: Dilutionsreihe A

Zunidchst wurde die Dilutionsreihe A mit einer gleichbleibenden Tensidkonzentra-
tion von 40 % betrachtet. Die Kiihlkurven der Proben, welche 1,7 % bis 13,3 %
Wasser enthielten (Abb. 37), wiesen den groften Peak bei einer Temperatur von
ca. -3 °C auf. Dieser Peak zeigt die Erstarrung der lipophilen Komponente IPP und &,
nimmt mit sinkendem IPP-Gehalt flichenmdBig linear ab. Bei einer Temperatur

von -12,5 °C wurde ein weiterer, aber kleinerer Peak detektiert. Héchstwahr-

scheinlich kann dieser einer Verunreinigung von IPP zugeordnet werden (Rein-

heit: 99 %). Da das Thermogramm von IPP, welches kein Wasser enthdlt, ebenfalls diesen Peak aufzeigt,
kann ausgeschlossen werden, dass der Peak zu irgendeiner Form des Wassers gehort. Die Kurve der Mi-
schung mit 10 % Wasser zeigte aulerdem eine Verdnderung der Form von diesem Peak. Es wdre moglich,
dass es hier zu einer Verdnderung der Struktur der ME kommt, da wir uns nun in der Mitte des Phasendiag-
ramms befinden und es wahrscheinlich ist, dass eine bikontinuierliche ME vorliegt. Ab einem Wassergehalt
von 15 % verschiebt sich die Erstarrungstemperatur von IPP zu niedrigeren Temperaturen. Das konnte be-
deuten, dass die Wechselwirkungen zwischen IPP und den Tensidmolekiilen zunehmen und IPP nicht mehr
frei vorliegt. Es wird vermutet, dass ab 15 % Wassergehalt die ME nicht mehr als W/O-Typ existiert. Da
ebenfalls kein Wasserpeak detektiert werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass bikontinuierliche Mikro-
emulsionen vorliegen.

Ab einem Wassergehalt von 18,3 %, d.h. der Anteil der hydrophilen Phase betrdgt nun insgesamt 55 %, er-
scheint bei einer sehr niedrigen Temperatur von -65 °C ein unscharfer Peak. Dieser Peak gehort mit hoher
Wahrscheinlichkeit zum Wasser, da dessen Erstarrungstemperatur durch den Einfluss von Pentylenglykol zu

niedrigen Temperaturen verschoben wird.
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Abb. 37: DSC-Kiihlkurven ausgewdhlter Mischungen der Dilutionsreihe A des ME-L595-Systems und deren Einzelkomponen-
ten. *Das Tensidgemisch setzt sich zusammen aus SE:Tego® Care PL4:Pentylenglykol im Verhaltnis 1:1:2. Der Wasserpeak ist
aus Griinden der Ubersichtlichkeit um 60 % verkleinert.

Reines Wasser erstarrt bei diesen Messungen bei -25 °C (Unterkiihlungseffekt) und durch Zusatz des Glykols
erst bei -50 °C. Da im Falle der Dilutionsreihe A der Tensidgehalt mit 40 % verhiltnisméRig hoch ist, sind
Wechselwirkungen zwischen Wasser und den Tensidmolekiilen wahrscheinlich. Die Médglichkeit, freies
Bulkwasser zu erkennen und damit eine ME vom O/W-Typ zu identifizieren, ist aufgrund des hohen
Glykolgehaltes und des damit verbundenen niedrigen Wassergehaltes nicht gegeben.

b) ME-L595-System. Dilutionsreihe B

Bei der Dilutionsreihe B wurden alle Mischungen mit gleichbleibender IPP-
Konzentration von 5 % untersucht. Wie aus Abb. 38 hervorgeht, ist bei allen
Thermogrammen mit einem Wassergehalt grofer 16,7 % ein Peak mit einem Ma-
ximum bei -65 °C zu erkennen. Dieser Peak kann, wie bereits oben erwdhnt, dem
Wasser zugeordnet werden. Jedoch erscheint der Peak bei sehr niedrigen Tempe-
raturen von unter -60 °C und ldsst vermuten, dass das Wasser stark mit den Gly-

SE 1595 : Teso” Care PL4 (1:11 |

kol- oder den Tensidmolekiilen interagiert und nicht als freies Bulkwasser vorliegt. Mit steigendem Tensidge-
halt verkleinert sich ebenfalls die Flache des Peaks, da nun die Wechselwirkungen immer weiter zunehmen.
Ab einem Wassergehalt kleiner gleich 15 % (entspricht einem Anteil hydrophiler Phase von 45 %) ist dieser
Peak vollstdndig verschwunden. Somit scheint das Wasser komplett mit den Tensidmolekiilen in Wechsel-
wirkung getreten zu sein. Ein Ubergang zu fliissig-kristallinen Strukturen wére ebenso vorstellbar. Ab einer
Tensidkonzentration von 30 % bzw. einem Wassergehalt von 21,7 % kann man ebenfalls einen flachen Peak

bei einer Temperatur von -25 °C beobachten.
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Dieser kann mit hoher Wahrscheinlichkeit dem Tensidgemisch zugeordnet werden, da er mit steigender Ten-
sidkonzentration deutlicher wird. SchlieBlich ist bei allen isotropen Mischungen ein kleiner, spitzer Peak zwi-
schen -2 und -10 °C erkennbar, welcher der lipophilen Komponente IPP entspricht. Die Verschiebung zu
niedrigeren Temperaturen ldsst sich erneut mit den ausgepragten Wechselwirkungen zwischen Tensid- und
Olmolekiilen begriinden. Man kann annehmen, dass das Ol bei allen Proben vollstindig integriert vorliegt
und demzufolge eine ME vom O/W-Typ vorliegt, welche sich mit steigendem Tensidgehalt zu einer fliissig-
kristallinen Phase umwandelt.
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Abb. 38: DSC-Kiihlkurven ausgewdhlter Mischungen der Dilutionsreihe B des ME-L595-Systems sowie deren Einzelkomponen-
ten. Das Tensidgemisch setzt sich zusammen aus SE:Tego® Care PLA4:Pentylenglykol im Verhltnis 1:1:2. Der IPP-Peak ist aus
Griinden der Ubersichtlichkeit um 60 % verkleinert.

c) ME-L595-System: Dilutionsreihe C

Die Thermogramme der Dilutionsreihe C mit einem konstanten Wassergehalt von
5 % und steigendem Tensidgehalt glichen den Kiihlkurven der Dilutionsreihe A mit

geringem Wassergehalt und zeigten keinen Wasserpeak (Ergebnisse nicht gezeigt).
Lediglich der IPP-Erstarrungspeak war erkennbar und ldsst vermuten, dass das Was-
ser vollstandig in das Ol-Tensid-Gemisch integriert ist und daher die Mikroemulsio-
nen einen W/O-Charakter aufweisen.

d) ME-L1695-System

Betrachtet man die Thermogramme des ME-L1695-Systems erhdlt man ein vollig anderes Bild (Abb. 39). Da-
bei stellt die /er-Reihe die Proben mit zunehmendem Tensidgehalt und konstantem Olgehalt von 5 % dar.
Die Proben der 40 %-Reihe enthalten einen gleichbleidenden Tensidgehalt von 40 %.

Die Kiihlkurven der isotropen Mischungen der /er-Reihe, zeigen zunéchst einen ausgeprégten, scharfen Peak
bei ca. -30 °C. Dieser Peak kann eindeutig der Kristallisation von Wasser zugeordnet werden. Aufgrund des
stark reduzierten Glykolanteils ist dieser Peak {iberhaupt erkennbar. Andere Peaks sind in den Kiihlkurven
nicht zu erkennen. Die Emulgatoren und die Olphase scheinen vollstindig in das ME-System integriert zu
sein. Folglich kann vermutet werden, dass freies Bulkwasser in den Proben vorhanden ist und eine ME vom
O/W-Typ vorherrscht. Die DSC-Kurve der Probe mit einem Wassergehalt von 56 % zeigt einen Peak bei
-20 °C auf und passt nicht zu den anderen Thermogrammen. Ein unbekannter Fehler bei der Messung kénn-
te hier zu der Abweichung gefiihrt haben.
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Bei den isotropen Mischungen der 40 %-Reihe, mit einem Wassergehalt von 32 bis 44 %, konnte ebenfalls
der scharfe Kristallisationspeak des Wassers detektiert werden. Es scheint auch in diesem Fall freies Bulkwas-
ser und somit eine O/W-ME vorzuliegen. Bei den Proben mit nur noch 28 % bzw. 24 % Wassergehalt (40%-
5 und 40%-6) verschiebt sich der Peak zu niedrigeren Temperaturen um die -30 °C. Das kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass nun wieder verstarkt Wechselwirkungen zwischen den Wassermolekiilen und den Tensid-
molekiilen auftreten. Dies bestétigten auch die Viskositdtsmessungen, da diese beiden Proben erhohte Visko-
sitdten aufwiesen im Vergleich zu den anderen Mischungen der 40 %-Reihe.
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Abb. 39: DSC-Kiihlkurven von isotropen Mischungen der Dilutionsteihe 1 (links) und der Dilutionsreihe 40% (rechts) des ME-
L1695-Systems sowie deren Einzelkomponenten

Zusdtzlich 14sst sich bei den Proben mit einem Tensidgehalt von 40 % und einem Wassergehalt kleiner 40 %
ein weiterer scharfer Peak bei -16 °C beobachten. Es ist moglich, dass es sich um den Erstarrungspeak von
[PM handelt, welches dementsprechend frei vorliegt. Da bei Stabilitdtsuntersuchungen die Proben 40%-3 und
40%-4 Phasenseparation aufzeigten, kdnnte dies ein mdogliches Indiz fiir erste Instabilitéten sein.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die gemessenen DSC-Kurven darauf hinweisen, dass es sich bei
allen isotropen Mischungen des ME-1695-Systems um Mikroemulsionen vom O/W-Typ handelt und keine
Anderungen innerhalb der Mikrostrukur beobachtet werden konnten.
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4326 pH-Wert

Der pH-Wert einer Formulierung spielt eine wesentliche Rolle im Hinblick auf die Hautvertréglichkeit. Er soll-
te, wie der pH-Wert der Hautoberfliche, in einem neutralen bis leicht sauren Bereich liegen, um mdogliche
Hautirritationen zu vermeiden [273]. Der pH-Wert aller isotropen Mischungen des ME-L1695-Systems betrug
6,2 + 0,1. Der pH-Wert der ME-L1695-OW betrug 6,2 + 0,0 (MW=SD, n=3). Die gemessenen pH-Werte des
ME-L595-Systems waren etwas niedriger und lagen im Durchschnitt bei 5,4 + 0,4. Der pH-Wert der ME-
L595-OW betrug 5,8 = 0,1 und der ME-L595-WO 4,8 + 0,1 (MW=SD, n=3). Alle Mikroemulsionen sind
beziiglich des pH-Wertes fiir eine Anwendung auf der Haut geeignet.

4.3.2.7 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS), auch Photonenkorrelationsspektroskopie oder Quasielastische Licht-
streuung genannt, ist eigentlich ein Verfahren zur Ermittlung von Partikel- und Strémungsgeschwindigkeiten
sowie Diffusionskoeffizienten. Aufgrund der BROWNSCHEN Molekularbewegung bewegen sich Partikel im
Dispersionsmedium. Durch Bestrahlung mit Laserlicht wird das Licht an diesen Partikeln gestreut. Jedoch
wird bei der DLS nicht die absolute Streulichtintensitdt ausgewertet, sondern die Fluktuation der Streulichtin-
tensitdt in Abhéngigkeit von der Zeit. Aufgrund der groReren Diffusionsgeschwindigkeit von kleinen Teilchen
schwankt folglich die Intensitét schneller als bei groBen Teilchen. Aus der sogenannten Autokorrelationsfunk-
tion ergibt sich eine Exponentialfunktion, aus deren Exponenten sich der effektive, wechselwirkungsfreie Dif-
fusionskoeffizient D ermitteln 1dsst. Dieser gilt nur fiir sphérische Partikel und Interaktionen von Teilchen
mit Nachbarpartikeln bzw. mit Losungsmittelmolekiilen werden vernachldssigt. Unter Verwendung des Dif-
fusionskoeffizienten, der Viskositdt des Mediums und der Boltzmann Konstante ldsst sich der hydrodynami-
sche Radius mittels STOKES-EINSTEIN-Gleichung errechnen:

kT
Thya = W Gleichung (3)
Ty hydrodynamische Radius k Boltzmann Konstante
D.s effektiver Diffusionskoeffizient T absolute Temperatur [K]
n Viskositat

Daher kann die PartikelgréBe sehr kleiner Teilchen (Bereich: 3 nm bis 3 ym) indirekt durch DLS-Messungen
abschétzt werden [274, 275]. Um nicht nur eine einzige GroRe zu erhalten, kann durch Anwendung des
CONTIN Algorithmus eine PartikelgroRenverteilung ermittelt werden [276).

Der Einsatz der DLS gehort heute zu den gdngigen Methoden zur Bestimmung der kolloidalen Tropfchengro-
Re von Mikroemulsionen [277-279]. Erkenntnisse iiber die TrépfchengréBe dienen vor allem der Abgrenzung
zu anderen kolloidalen Systemen, wie z. B. Mizellen und der Untersuchung der thermodynamischen Stabili-
tdt von Mikroemulsionen.

Um zu iiberpriifen, ob die Tropfchengrole der entwickelten Systeme in dem typischen Bereich fiir Mikro-
emulsionen liegen, wurde daher dieses Verfahren angewandt. Es wurden aus dem System ME-L595 jeweils
eine O/W- und eine W/O-ME sowie ein System aus dem Gebiet von bikontinuierlichen Strukturen ausge-
wihlt. Zum Vergleich wurde die mizellare Losung (ML-L595-WO) untersucht. Ebenso wurde die Partikelgrd-
Re der ME-L1695-OW und dessen entsprechende mizellare Losung (ML-L1695-OW) bestimmt. Die
Zusammensetzung der mizellaren Losungen ist in Tab. 18 aufgefiihrt.
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Tab. 18: Zusammensetzung der mizellaren Lésungen

ML-L595-WO ML-L1695-OW
Komponente % (m/m) | Komponente % (m/m)
Sucroseester L-595 12,5 Sucroseester L-1695 13,75
Tego® Care PL4 12,5 Lauroglycol™ 90 6,25
IPP 75,0 IPM -
Wasser - Wasser 64,0
Pentylenglykol - Pentylenglykol 16,0

Die gemessenen hydrodynamischen Radien (Tab. 19) wurden bei 13 verschiedenen Winkeln bestimmt
(30 bis 150°). Es gilt die Annahme, dass es sich um sphérische und feste Teilchen handelt. Auf die sonst gin-
gige Verdlinnung der gemessenen Proben wurde verzichtet, da sonst die Mikrostruktur des Systems ver-
falscht wird. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass alle tropfchenférmigen Mikroemulsionen
hydrodynamische Radien der kolloidalen Partikel in einem akzeptablen Bereich von 10 bis 100 nm aufweisen
und demnach der Definition von ME entsprechen [96, 280).

Tab. 19: Hydrodynamische Radien der untersuchten Proben
(Messung bei 13 unterschiedlichen Winkeln, MW=SD)

Formulierung hydrodynamischer Radius [nm]
ME-L1695-OW (20%-1) 12,6 £ 1,3
ML-L1695-OW 83+0,7
ME-L595-WO (C-2) 16,5+ 1,8
ML-L595-WO 1,614
ME-L595-OW (B-4) 35,1 +£5)1

Ebenso ist eine Abgrenzung zu den mizellaren Losungen eindeutig erkennbar. Die GroRe der kolloidalen Pha-
sen war bei den Mikroemulsionen stets groer als bei der entsprechenden mizellaren Losung. Daher kann
man davon ausgehen, dass die innere Phase (Ol bzw. Wasser) der Mikroemulsionen innerhalb der Tensidmo-
lekiile solubilisiert vorlag. Da sich das Glykol ebenfalls in die Grenzfldche einlagert, resultiert bei der ME-
L595-WO ein kleinerer hydrodynamischer Radius aufgrund des geringen Anteils der kolloidalen Phase (Was-
ser: 1,6 %) im Vergleich zum O/W-System (IPP: 5 %). Die Messung bei 13 verschiedenen Winkeln konnte
zusdtzlich belegen, dass es sich um runde Teilchen handelt. Demzufolge liegt die innere Phase der ME
tropfchenformig vor. Jedoch bleibt zu beriicksichtigen, dass Mikroemulsionen hochdynamische Systeme mit
stark fluktuierenden Strukturen sind und die kolloidal dispergierte Phase einem standigen Auf- und Abbau
unterliegt [281]. Folglich schwankt die Teilchengrole und es handelt sich bei den gemessenen Radien nur um
Durchschnittswerte.
Fiir die bikontinuierliche ME konnte kein eindeutiger Radius fiir die kolloidale Phase ermittelt werden. Das
Vorhandensein von sphédrischen Partikeln kann daher ausgeschlossen werden. Die berechnete Verteilung war
sehr inhomogen. Es gab einen deutlichen Anteil an grofen Partikeln (5 - 6 um) und einen Anteil an sehr klei-
nen Partikeln. Jedoch variierten diese Radien stark bei unterschiedlichen Messwinkeln, was beweist, dass es
sich nicht um sphérische Partikel handelte. Es wire denkbar, dass lange zylinderdhnliche Strukturen die Mik-
rostruktur bestimmen. Durch Einsatz der Polarisationsmikroskopie konnte ebenfalls ausgeschlossen werden,
dass es sich um ungeldste Sucroseesterpartikel handelt. Daher ist DLS nicht fiir die GroRenmessung von bi-
kontinuierlichen Strukturen geeignet. Fiir genauere Betrachtungen dieser Mikrostrukturen miissten andere
Methoden wie Réntgen- oder Neutronenstreuung eingesetzt werden [282].
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432.8 Stabilititstestung

Alle in dieser Arbeit untersuchten isotropen Mischungen bzw. Mikroemulsionen wurden luftdicht verschlos-
sen bei Raumtemperatur aufbewahrt und nach einem Jahr und anschliefend nach zwei Jahren einer erneuten
Begutachtung auf optische Transparenz unterzogen. Bei fast keinem der Systeme traten wéhrend oder nach
dieser Zeit Anzeichen fiir Instabilititen wie Triibungserscheinungen oder Phasentrennungen auf. Lediglich
die Proben 40%-3 und 40%-4 des ME-L1695-Systems zeigten leichte Triibungserscheinungen und werden
daher als instabil deklariert. Alle anderen Proben der entwickelten Mikroemulsionen bzw. alle anderen iso-
tropen Mischungen sind thermodynamisch stabil.

4.3.2.9 Zusammenfassung der physikochemischen Charakterisierung

Aus den vorangegangenen Experimenten geht hervor, dass es sich bei den entwickelten Mikroemulsionen
auch tatsdchlich um Mikroemulsionen handelt. Durch die Anfertigung von Phasendiagrammen konnten die
isotropen Gebiete eindeutig identifiziert werden. Das Phasendreieck des ME-L595-Systems zeigte zudem
W/0O-, O/W-, bikontinuierliche und lamellare Strukturen, welche mit den angewandten Methoden ndher
charakterisiert werden konnten.

43.3 HET-CAM

Um das irritative Potential einer ME bestimmen zu kénnen, wurde der von LUPKE in den 1980er Jahren ent-
wickelte HET-CAM (engl. Hen's egg test on chorioallantoic membrane) durchgefiihrt [283]. Der HET sollte
vor allem die Zahl des dulerst umstrittenen Kaninchenaugentests (Draize-Test) reduzieren. Das Verfahren ist
international validiert und wird nach genauen Kriterien durchgefiihrt [284]. Es wurden die wirkstofffreien
Formulierungen getestet. Zur Bewertung des irritativen Potentials wurde der Irritationsscore (IS) berechnet
(siehe Kapitel 6.5.8) [284, 285]. Als Kontrolllosungen dienten steriles Wasser und 1 %ige Natriumlaurylsul-
fat (SLS)-Losung.

Tab. 20: Ergebnisse des HET-CAM Tests (MW=+SD, n=0)

. . Schweregrad irritatives
Prifformulierung berectmeter 15 Himorrhagie GefaRlyse Koagulation Potential
Wasser 0 0 0 0 kein
1 % SLS 9,3 2,5 0,2 6,7
ME-L1695-OW 49+ 2,1 3,6 0,4 0,6x1,5 0,7+1,7 leicht
ME-L1695-OW* 41+30 16+12 0 25+27 leicht
ME-L1595-WO 0,4+ 09 0,4+ 09 0 0 kein

*enthalt Propylenglykol statt Pentylenglykol

Aus Tab. 20 geht hervor, dass die O/W-Systeme eine leichte Irritation auf der Schleimhaut hervorrufen kénn-
ten. Laut den HET-CAM-Untersuchungen von ALANY et al. verursachen vor allem 1,2-Alkandiole ab einer
Kettenldnge von Cs unverdiinnt aufgetragen, starke Reizungen [286]. Daher wurde vermutet, dass das einge-
setzte Pentylenglykol die hauptsdchlich hamorrhagischen Ereignisse hervorruft. Jedoch nahm der IS nach
Austausch des Pentylenglykol mit Propylenglykol (ME-OW-L1695*) nur geringfiigig ab. Ob die eingesetzten
Sucroseester die Irritationen herbeifiihrten, konnte nicht nachgewiesen werden. Im Allgemeinen gilt diese
Emulgatorgruppe als sehr vertrdglich und zeigte in den HET-CAM-Studien von LEHMANN et al. kein irritatives
Potential [249]. Mdoglicherweise enthalten diese Sucroseester herstellungsbedingt kleine Mengen freier Lau-
rinsdure, welche zu Irritationen fithren kénnten. Doch auch die Bestimmung der Sdurezahl (kleiner 0,7) zeig-
te keinen wesentlichen Anteil an freien Fettsduren.
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Insgesamt kann man nicht davon ausgehen, dass die entwickelten O/W-Mikroemulsionen zu Reizerschei-
nungen auf der Haut fiihren, da der Test urspriinglich fiir die Ermittlung des Augenirritationspotentials entwi-
ckelt wurde. So besitzt z. B. eine Chlorhexidinldsung (0,5 %), welche als Mundantiseptikum eingesetzt wird,
einen IS von 20 und deshalb ein wesentlich hoheres Risiko, Reaktionen in der Mundschleimhaut hervorzuru-
fen als die oben genannten Systeme [287]. Fiir die ME vom W/O-Typ konnte kein Irritationspotential festge-
stellt. Zur abschlieBenden Kldrung {iber das irritative Potential sollte die physiologische Vertrdglichkeit an
gesunder Haut im Rahmen eines klinischen Versuches {iberpriift werden.

4.3.4  Untersuchungen an MTX-haltigen Mikroemulsionen

Fiir die ex vivo Penetrationsuntersuchungen wurden das W/O-System ME-L595-WO und das O/W-System
ME-L1695-OW mit einem Pentylenglykolgehalt von 20 % bezogen auf die Wasserphase ausgewdhlt. Zundchst
galt es, MTX in einer Konzentration von 0,5 % einzuarbeiten.

4.3.4.1 Inkorporation von MTX in Mikroemulsionen

Da der Verteilungskoeffizient der Sdureform von MTX bei leicht sauren pH-Werten weniger hydrophil und
somit glinstiger fiir eine dermale Applikation ist als die Salzform, sollte zunéchst versucht werden, diese in die
Mikroemulsionen zu inkorporieren. Dafiir wurde die Sattigungsloslichkeit von MTX in der O/W-ME als auch
in einigen Bestandteilen dieser bestimmt (Tab. 21).

Tab. 21: Loslichkeit von MTX in der ME-L1695-OW und relevanten Bestandteilen (MW=SD, n=3)

Medium UL Loslichkeit nach Ph, Eur. [124]
[mg-ml]

Wasser 0,07 £ 0,01 praktisch unléslich

ME-L1695-OW 0,45 £ 0,03 sehr schwer 16slich

Soluphor® P (SP) 51,89 + 2,60 16slich

ME-L1695-OW + 15 % SP 0,39 + 0,02 sehr schwer 16slich

Phosphatpuffer pH 7 10,75 = 0,10 wenig 16slich

ME-L1695-OW (pH 6,7) 7,92 + 0,34 schwer 16slich

Die Loslichkeit von MTX in der ME konnte gegeniiber Wasser versechsfacht werden. Jedoch reicht die Los-
lichkeit nicht aus, um 0,5 % des Wirkstoffes (entspricht 10 mg in 2 g) ME zu 18sen. Auch ein 15 %iger Zusatz
des hydrophilen Losungsvermittlers Soluphor® P erreichte keine Steigerung der Sittigungsloslichkeit von
MTX. Schlieflich konnte durch Einsatz einer Pufferlésung mit einem pH-Wert von 7 MTX in einer 0,5 %igen
Konzentration erfolgreich eingearbeitet werden. Die Sittigungskonzentration war etwa 110mal hoher im
Vergleich zu Wasser. Durch Zugabe von MTX resultiert ein pH-Wert von 6,7 fiir die ME-L1695-OW.

Fiir das W/O-System wurde aufgrund des geringen Anteils der hydrophilen Phase (5 %) und des hohen Olge-
haltes auf eine Bestimmung der Sattigungskonzentration verzichtet und das MTX-Na in der kolloidalen Phase
gelost. Eine Messung des pH-Wertes ist aufgrund der dulleren 6ligen, kohdrenten Phase nicht moglich.

Die exakte Zusammensetzung der resultierenden MTX-haltigen Mikroemulsionen ist in Tab. 22 aufgefiihrt.
Beide Formulierungen werden fiir die folgenden Untersuchungen (Stabilitdit und ex vivo Penetrationsstudien)
verwendet und mit der Bezeichnung ME-WO-MTX und ME-OW-MTX abgekiirzt.
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Tab. 22: Zusammensetzung der MTX-haltigen ME

ME-WO-MTX ME-OW-MTX
Komponente % (m/m) | Komponente % (m/m)
MTX-Na 0,50 MTX 0,50
Sucroseester L-595 12,44 Sucroseester L-1695 13,68
Tego® Care PL4 12,44 | Lauroglycol™ 90 6,22
PP 69,65 [PM 4,98
Wasser 1,66 Citrat-Phosphatpuffer (pH 7) 59,70
Pentylenglykol 3,31 Pentylenglykol 14,92

4.34.2 Vergleichsvehikel

MTX wurde in die Basiscreme DAC (BC-DAC-MTX) mit einer 0,5 %igen Konzentration mittels Fantaschale
und Pistill eingearbeitet. Basiscreme soll in den Penetrationsstudien als Vergleichsvehikel dienen. Zusétzlich
wurde ein Muster eines Hydrogels mit einer 0,25 %igen MTX-Konzentration (Fertigpraparat: Rextop® Gel) als
Vergleichsformulierung getestet. Rextop® Gel wurde in Indien und in den USA von der Firma Systopic Labo-
ratories Ltd. vertrieben. Mittlerweile wurden die Produktion und der Vertrieb aus unbekannten Griinden ein-
gestellt.

4.3.4.3 Stabilitit von MTX in den Formulierungen

Die Stabilitdt von MTX in den neu entwickelten Formulierungen und in der Basiscreme DAC wurde in An-
lehnung an die I[CH-Guideline ,STABILITY TESTING OF NEW DRUG SUBSTANCES AND PRODUCTS Q1A
(R2)“ durchgefiihrt. Voraussetzung fiir einen Langzeitstabilitdtstest ist eine Einlagerung von mindestens ei-
nem Jahr. Die Testfrequenz sollte so gewdhlt werden, dass ein ausreichendes Stabilitdtsprofil des Arzneistoffes
erstellt werden kann. Jedoch sollte die Uberpriifung der Stabilitit mindestens alle drei Monate im ersten Jahr
erfolgen. Im Vorfeld waren keine Hinweise {iber die Stabilitit von MTX in den entwickelten Formulierungen
bekannt, da keine beschleunigten Stabilitdtstests durchgefiihrt wurden. Daher wurde vor allem am Anfang
des Versuchszeitraumes eine Testfrequenz von einer Woche ausgewahlt. Nach den ersten vier Wochen er-
folgte die Priifung monatlich. Anschliefend wurde nach 16, 24 und 52 Wochen getestet. Zum Abschluss
wurde nach drei Jahren der Gehalt in den eingelagerten Proben bestimmt.

Die Chargen wurden analog zu den Stabilitdtsuntersuchungen in Pufferlésungen hergestellt (siehe Kapitel
4.2.3.5). Der MTX-Gehalt im geschlossenen Gefd wurde fiir vier Zeitpunkte bestimmt: Startwert, 12 Wo-
chen, 52 Wochen und drei Jahre (Ausnahme: Fiir die ME-WO-MTX erfolgte der zweite Anbruch erst nach 24
Wochen). Anderenfalls erfolgte die Quantifizierung aus dem bereits gedffneten GefdR. Die Lagerung der Pro-
ben erfolgte in einem Klimaschrank mit einer eingestellten Temperatur von 23 °C und einer relativen Luft-
feuchte von 60 %.

Die Ergebnisse der Langzeitstabilitdt sind in Abb. 40 dargestellt. Zundchst ldsst sich sehr gut erkennen, dass
innerhalb eines Jahres MTX in allen drei Formulierungen stabil war, das heift, der Gehalt nicht unter 90 %
gesunken war. Ebenfalls ldsst sich ablesen, dass ein Anbruch der Proben sich geringfiigig negativ auf die Stabi-
litdt auswirkte. Der Gehalt in den geschlossenen Proben war stets hher als in den zuletzt gemessenen, be-
reits gedffneten Proben. Betrachtet man die Gehdlter nach drei Jahren, kann man erkennen, dass der MTX-
Gehalt in der Basiscreme und in der O/W-ME noch immer {iber den erforderlichen 90 % lag und MTX eine
sehr gute Stabilitdt aufwies. Lediglich in der W/O-ME sank der MTX-Gehalt auf 70 bis 80 %. Die Haltbarkeit
eines moglichen Prdparates sollte fiir dieses Vehikel auf ein Jahr begrenzt werden.
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Abb. 40: Stabilitdt von MTX in den entwickelten Formulierungen bei einer Temperatur von 23 °C (MW=SD, n=9)

Die mikrobielle Stabilitdt ist in allen Formulierungen aufgrund ihrer Zusammensetzung {iber drei Jahre ge-
wahrleistet. Die Basiscreme enthdlt 20 % Propylenglykol bezogen auf die wissrige Phase und ist damit ausrei-
chend konserviert. Die Mikroemulsionen wurden mit einem 20 %igen Zusatz an Pentylenglykol bezogen auf
die Wasserphase ebenfalls mikrobiell stabilisiert. Zusammenfassend konnten innerhalb des Untersuchungs-

zeitraumes von drei Jahren keine organoleptischen Verdnderungen bei allen drei Formulierungen festgestellt
werden.

4.3.4.4 Extraktionsvorversuche

Extraktionsvorversuche sind wichtig, um zu bestdtigen, dass mit einem geeigneten Extraktionsmittel die ein-
gesetzte MTX-Menge mittels der entwickelten analytischen Methoden auch wiedergefunden werden kann.
Ebenfalls soll ausgeschlossen werden, dass Bestandteile der Formulierung oder der Haut die Analytik stéren
oder verfélschen.

a) Extraktion aus der Formulierung:

Zunidchst erfolgte die Extraktion von MTX aus den Formulierungen mit reinem Methanol. Jedoch waren die
Wiederfindungsraten (WFR) nicht zufriedenstellend (Tab. 23). Daher wurden ebenso Mischungen mit Wasser
im Verhdltnis 80/20 % (V/V) und 50/50 % (V/V) erprobt. Letzteres fiihrte jedoch zur Triibung der Probe,
welche auch nach Filtration nicht behoben und somit nicht der HPLC-Analytik zuganglich gemacht werden
konnte. Das Methanol-Wasser-Gemisch (80/20 %, V/V) zeigte dagegen sehr gute und akzeptable WFR und
es wurden klare Losungen erhalten. Insofern wurde dieses Gemisch als Extraktionsmedium ausgewdhit. Die
Basiscreme wurde zusdtzlich zur Verbesserung der Extraktion fiir 15 min auf ein Ultraschallbad bei 40 °C
gestellt.

Tab. 23: WFR von MTX in % nach Extraktion aus den Formulierungen bezogen auf die eingesetzte
Dosis (MW=+SD, n=5)

Formulierung Methanol 100 %, 2 ml Methanol/Wasser 80/20 % (V/V), 2 ml
ME-WO-MTX 83,3+ 2,4 02,3+24
ME-OW-MTX 81,0+ 2,5 107,6 +3,3
BC-DAC-MTX 92,8 +2,6 08,7 +2,2
Rextop® Gel - 106,2 + 2,4
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b) Extraktion in Gegenwart von Humanhaut:

Da Extraktionsmittel Bestandteile aus der Haut 16sen konnen, sollte ebenfalls gepriift werden, ob MTX nach
Applikation auf die Haut einwandfrei extrahiert und ohne Stérungen detektiert sowie vollstindig quantifiziert
werden kann. Dafiir wurden die in der Tab. 24 aufgefiihrten Formulierungen, stellvertretend fiir alle Vehikel,
getestet und fiir 300 min auf Humanhaut appliziert. Danach erfolgte die Zugabe des Extraktionsmediums.

Tab. 24: WER von MTX in % nach Extraktion aus den Formulierungen in Gegenwart von Humanhaut be-
zogen auf die eingesetzte Dosis (MW=SD, n=3)

Formulierung Methanol 100 %, 1 ml Methanol/Wasser 80/20 % (V/V), 1 ml
ME-WO-MTX 431+ 49 03,2+11,3
ME -OW-MTX 50,9 + 14,8 049+ 1,9
Rextop® Gel 345+12/4 78,8 + 4,6

Die Extraktion von MTX in Gegenwart von Humanhaut nach Applikation der Formulierungen zeigt ein &hn-
liches Ergebnis wie in Abwesenheit von Humanhaut. Ebenfalls konnte durch einen 20 %igen Wasseranteil im
Losungsmittel Methanol die WFR deutlich gesteigert werden. Die Loslichkeit von MTX in reinem Methanol
ist zwar hoher, aber wahrscheinlich fiihrt eine Quellung der Haut durch den Wasserzusatz zu einer Verbesse-
rung der Extraktionsrate.

c) Extraktion aus Tupfern:

In Vorversuchen waren UnregelméRigkeiten beziiglich der WFR von MTX aufgefallen. Es wurde vermutet,
dass MTX aus den verwendeten Tupfern, welche zum Abwischen von Formulierungsresten auf Membranen
oder Hautstlicken dienen, nicht vollstindig extrahiert werden konnte. Deshalb wurde mit dem Gel, stellver-
tretend fiir alle Formulierungen, gepriift, mit welchem Extraktionsmedium MTX wieder vollstdndig aus den
Tupfern gewonnen werden konnte. Ebenfalls wurde untersucht, ob der Einsatz eines Ultraschallbades
(10 min, 40 °C) einen Einfluss auf die Extraktion hat. Jedoch konnte diesbeziiglich kein Unterschied festge-
stellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Aus Tab. 25 geht hervor, dass der Wasserzusatz erneut die Extrakti-
on von MTX beglinstigt. Aus analytischen Zwecken wurde daher der Einsatz des Methanol-Wasser-
Gemisches (80/20 %, V/V) ausgewdhlt. Da die WFR nicht 100 % betrugen, wurden die in den Tupfern
quantifizierten MTX-Mengen mit einem Faktor von 1,16 (=100:85,9 %) korrigiert.

Tab. 25: WER von MTX in % nach Extraktion aus den Tupfern bezogen auf die eingesetzte Dosis (MW=SD, n=4)

Formulierung Extraktionsmedium, 5 ml WER [%]

Rextop® Gel Methanol 100 % 67,1 +19
Rextop® Gel Methanol/Wasser 80/20 % (V/V) 859 1,6
Rextop® Gel Methanol/Wasser 50/50 % (V/V) 88,719
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4.3.5  Ergebnisse der ex vvo Penetrationsuntersuchungen

Die Penetration von MTX in humane Haut wurde aus vier verschiedenen Formulierungen untersucht. Es
wurden die entwickelten Mikroemulsionen vom W/O- und vom O/W-Typ getestet und zum Vergleich die
Basiscreme DAC sowie das Fertigpriparat Rextop® Gel. Die Inkubationszeit betrug bei allen Versuchen
300 min.

Tab. 26: Ex vivo Penetration von MTX aus ME-OW-MTX (n=4), ME-WO-MTX (n=4), Basiscreme (BC-DAC-MTX)(n=8) und
Rextop® (n=4) in humane Haut angegeben in % der applizierten Dosis (MW=SD, p<0,05; WER = 82 %);
SC = Stratum corneum, EP = vitale Epidermis, DR = Dermis, AK = Akzeptorkompartiment

Hautschicht ME-OW-MTX ME-WO-MTX BC-DAC-MTX Rextop® Gel
sC 1,62 + 0,61 1,68 = 0,42 420 + 1,5400W%0C4 1024042
EP 2,29 + 0,89% 2,14 = 0,67% 5,87 = 0,40°"W0%e 090 + 0,30
DR 3,61+1,72 561 = 1,66 4,88 = 0,07% 2,81 +0,77
AK 2,51 +0,10% 3,14 = 0,19% 2,32 = 1,220 0,00 = 0,00
Penetrierter 7,53 £2,48 9,43 £2,59 14,95 = 0,96 4,72 +0,71
Anteil ~75% ~94% ~15% ~47%

Betrachtet man zundchst den penetrierten MTX-Anteil im Verhdltnis zur applizierten Dosis (Tab. 26), wird
MTX aus dem Standardvehikel Basiscreme DAC am besten in die Haut transportiert. In der lebenden Epi-
dermis konnten ca. 6 % und in der Dermis ca. 5 % des applizierten MTX quantifiziert werden. In allen Haut-
schichten war die Basiscreme dem Rextop® Gel signifikant {iberlegen.

Im Vergleich zu den Mikroemulsionen konnte durch Applikation der Basiscreme signifikant hohere MTX-
Konzentration im Stratum corneum und im gew{inschten Zielkompartiment Epidermis erreicht werden. Auch
der insgesamt penetrierte MTX-Anteil war durch Applikation der Basiscreme fast doppelt so hoch im Ver-
gleich zu den Mikroemulsionen.

Die Ergebnisse zwischen den jeweiligen Mikroemulsionen zeigten keine signifikanten Unterschiede. Tenden-
ziell erreichte die W/O-ME etwas hohere Konzentrationen des Wirkstoffes in der Dermis als die O/W-ME.
Durch den Einsatz dieser kolloidalen Systeme konnte die MTX-Konzentration im Zieltarget gegeniiber dem
Hydrogel Rextop® signifikant gesteigert werden.

MTX konnte nach Applikation aller Formulierungen nur in geringen Konzentrationen das Akzeptorkomparti-
ment erreichen. Eine genaue Aussage {iber die in vivo Situation kann nicht getroffen werden, aber unter An-
wendung einer Modellrechnung konnen die Konzentrationen im Akzeptor nachfolgend beziiglich der
systemischen Bioverfiigharkeit bewertet werden (siehe Kapitel 4.3.6).

Da die verschiedenen Hautkompartimente unterschiedliche Dicken aufweisen, ist es zusatzlich sinnvoll, Tie-
fenprofile zu erstellen, um die Dicke der jeweiligen Hautschicht mit in die Berechnung der MTX-
Konzentration einflieRen zu lassen.

In Abb. 41 sind die verschiedenen Tiefenprofile von MTX dargestellt. Die signifikant héchsten MTX-
Konzentrationen werden ebenfalls nach Applikation der Basiscreme in den oberen Hautschichten wie Stra-
tum corneum, vitaler Epidermis und oberster Dermisschicht erreicht. Die Tiefenprofile zeigen eine giinstige
Verteilung des Wirkstoffes flir die Behandlung der Schuppenflechte, da vor allem hohe MTX-Konzentrationen
in der lebenden Epidermis und in der oberen Dermis zu finden sind. In den tieferen Hautschichten und im
Akzeptor wurden nur geringe MTX-Konzentrationen quantifiziert.
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Abb. 41: Penetrationsprofile von MTX unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Dicken der jeweiligen Hautkompartimente
nach Applikation verschiedener Formulierungen (MW=+SD jeweils n=4, Basiscreme n=8; p<0,05 *gegeniiber BC-DAC-MTX;
#gegeniiber Rextop® Gel) ermittelt im Franz-Diffusionsmodell. SC = Stratum corneum, EP = vitale Epidermis, DR = Dermis,
AK = Akzeptorkompartiment.

Prinzipiell stellt sich nun die Frage, warum die Basiscreme relativ gute Penetrationsergebnisse im Vergleich zu

den Mikroemulsionen lieferte:

1. Thermodynamische Aktivitdt: In mikroskopischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass MTX in der
Basiscreme nur teilweise gelost bzw. suspendiert vorlag. Dies ldsst vermuten, dass die thermodynamische
Aktivitdt ihr Maximum erreicht und die Liberation durch den hohen Konzentrationsgradienten begiinstigt
wird. In den Mikroemulsionen und im Rextop® Gel wurden keine ungeldsten MTX Partikel gefunden.
Das Verhdltnis Cyene/Cs 1ag bei 0,8. Folglich konnte die maximale thermodynamische Aktivitdt nicht er-

reicht werden.

PH-Wert: Der [EP von MTX liegt bei 3,4. Es kann angenommen werden, dass ein saurer pH-Wert des Ve-
hikels sich positiv auf die Penetrationsrate von MTX auswirkt. Eine Untersuchung von SIDDIQUI et al. be-
ziiglich der topischen Absorption von MTX zeigte, dass mit steigendem pH-Wert der eingesetzten MTX-
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Losung die lag-Zeit erheblich zu- sund gleichzeitig der Flux abnahm. Bei einem pH-Wert von 3,4 lag die
Verzogerungszeit unter einer Stunde, bei einem pH-Wert von 8 bereits bei elf Stunden [288]. Betrachtet
man die pH-Werte der in dieser Arbeit eingesetzten Vehikel (Tab. 27), so konnte dieser Zusammenhang
nicht festgestellt werden. Die Basiscreme, welche eine hohe Penetrationsrate erzielen konnte und das
Hydrogel mit den schlechtesten Penetrationsergebnissen wiesen einen vergleichbaren pH-Wert auf.

Tab. 27: pH-Werte verschiedener Formulierungen (MW=SD, n=3)
ME-OW-MTX ME-WO-MTX BC-DAC-MTX Rextop® Gel
DPH-Wert 6,7 =0,2 (5-6) 54 +0,1 52 +0,2

. Liberation: Es stellt sich ebenfalls die Frage, ob MTX aus den entwickelten Formulierungen iiberhaupt
freigesetzt werden konnte. Vorangegangene Freisetzungsuntersuchungen unter Verwendung des MSMM
[289] (Ergebnisse nicht gezeigt) belegen, dass durch Cotransport von Losungsmittelbestandteilen (sol/vent
drag Elffek?) eine hohe Freisetzung von MTX aus den ME-Systemen erzielt werden konnte. Auch die Frei-
setzung von MTX aus der amphiphilen Creme konnte unter sizk-Bedingungen nachgewiesen werden.

. Wasseranteil: Zusétzlich konnte der Wasseranteil fiir die Penetration von hydrophilen Arzneistoffen eine
wesentliche Rolle spielen. Die Arbeitsgruppe um OSBORNE et al. konnte aufzeigen, dass die Penetration
von Glucose, einem hydrophilen Molekiil, mit steigendem Wasseranteil der ME zunahm [290]. In den
hier eingesetzten Formulierungen Hydrogel (ca. 90 % Wasser), Basiscreme (40 % Wasser), O/W-ME
(60 % Wasser), W/O-ME (1,7 % Wasser) wurde allerdings kein Einfluss des Wasseranteils auf die Penetra-
tionsrate von MTX gefunden.

. Enhancer: Schlieflich bleibt noch die Vermutung, dass das in der Basiscreme enthaltene Propylenglykol
im Sinne des so/vent drag Effektes einen besseren Penetrationsenhancer flir MTX darstellt als das in den
Mikroemulsionen verwendete Pentylenglykol. Aufgrund der besseren Loslichkeit von MTX in Propylen-
glykol im Vergleich zu Pentylenglykol liegt diese Vermutung nahe. Ebenso konnte in einer Studie aus dem
Jahr 1982 eine MTX-haltige Formulierung, welche Propylenglykol enthielt, im Vergleich zu Wasser und
zu einer 2,5 %igen DMSO-Lésung die DNA-Synthese in der behandelten Haut inhibieren. Es wurde ge-
schlussfolgert, dass nur ausreichend penetriertes MTX diesen Effekt hervorrufen konnte [196]. Daher soll
in weiteren Experimenten der penetrationssteigernde Effekt von Propylenglykol ndher untersucht werden
(siehe Kapitel 4.4.4).

4.3.6  Magistralrezeptur

Aufgrund der vielversprechenden Penetrationsergebnisse nach Applikation der Basiscreme DAC wurde in
Zusammenarbeit mit der Universitdtsklinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie unter der Lei-

tung von Prof. Dr. Johannes Wohlrab eine Magistralrezeptur fiir die dermale Anwendung von MTX entwi-
ckelt [291]. Diese soll dem fachkundigen Arzt eine sinnvolle Therapieoption bieten, um insbesondere
Einzelfdlle mit der Indikation Mycosis fungoides, lymphomatoide Papulose sowie Psoriasis vulgaris zu behan-
deln. Die entwickelte Magistralrezeptur ist unter der Beriicksichtigung des Arbeitsschutzes fiir Zytostatika

einfach herzustellen, ausreichend physikalisch sowie mikrobiell stabil und entspricht den Anforderungen der
ApBetrO.
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Mittels pharmakokinetischer Daten (siehe Kapitel 4.2.1) und den ermittelten Akzeptorkonzentrationen konn-
te abgeschdtzt werden, wie hoch das Risiko ist, dass MTX den systemischen Kreislauf erreicht und zu uner-
wiinschten Arzneimittelwirkungen fiihrt [291]. Die errechneten potenziellen Plasmakonzentrationen (in der
Arbeit [291] gezeigt) lagen mindestens zehnfach bis 87fach unter den ermittelten Plasmakonzentrationen
nach oraler Gabe von 15 mg MTX [178, 292]. Dementsprechend besitzt MTX ein unbedenkliches Sicher-
heitsprofil fiir die topische Anwendung [291]. Bei wiederholter Applikation kénnen systemische Wirkungen
wahrscheinlicher werden, da MTX {iber einen ldngeren Zeitraum im Koérper in Form von Polyglutamaten in-
trazelluldr gespeichert wird (siehe Kapitel 4.2.1). Deshalb ist bei Mehrfachapplikation auf ein ausreichend
groBBes Dosierungsintervall zu achten.

Die Hautvertrdglichkeit von MTX wurde im Rahmen einer klinischen Studie (Phase I) an 30 Probanden getes-
tet [232]. Im RIPT (engl. repeated Insult-Patch-Test), einem géngigen Hautvertrdglichkeitstest fiir Kosmetika,
zeigten weder die Placeboformulierung ohne MTX, das Rextop® Gel noch ein MTX-haltiges Niosomalgel
(0,25 % MTX) Reizerscheinungen oder Sensibilisierungen der Haut. Auch im Rahmen einer gréRer angeleg-
ten klinischen Studie zur Wirksamkeit bei Psoriasis vulgaris wurde die Behandlung mit einem MTX-Gel von
allen 60 Patienten sehr gut vertragen [221]. Insgesamt kann man annehmen, dass topisch appliziertes MTX
allgemein gut vertrdglich ist.

4.3.7  Zusammenfassung

Zunidchst konnten sehr erfolgversprechende Mikroemulsionen auf Zuckeresterbasis entwickelt werden, wel-
che charakteristisch sehr mannigfaltig sind. Besonders das ME-L-595-System stellt mit der Existenz von drei
Phasenlagen (O/W, W/O, bikontinuierlich) ein aulergewohnliches Vehikel dar. Mit einer Vielzahl von Un-
tersuchungen wurden die Systeme umfangreich charakterisiert und die Existenz der Mikroemulsionen belegt.
Ferner war es gelungen, MTX, trotz seiner schlechten Loslichkeit, in ausreichend hohen Konzentrationen in
die kolloidalen Systeme einzuarbeiten. Auch die physikalische und mikrobielle Stabilitdt {iber einen Zeitraum
von einem Jahr bzw. drei Jahren wurde durch den Einsatz der ME gewdhrleistet.

Infolgedessen konnten Studien zur Penetration an Humanhaut durchgefiihrt werden. Mit den dafiir entwi-
ckelten analytischen Methoden (HPLC-UV) konnten besonders geringe Konzentrationen in den einzelnen
Hautschichten nachgewiesen werden. Die Penetration von MTX konnte durch die Applikation der Mikro-
emulsionen verbessert werden (Vergleich zur Literatur und zum Gel). Uberraschenderweise penetrierte MTX
aus der Basiscreme DAC wesentlich besser in die Haut als durch den Einsatz der kolloidalen Systeme. Aus
den gewonnenen Daten konnte eine Magistralrezeptur zur dermalen Anwendung von MTX entwickelt wer-
den. Es ist somit erwiesen, dass durch den Einsatz geeigneter Vehikel die Penetration von MTX verbessert
werden konnte. Aufgrund dessen, dass die ME-L-595 als O/W-, W/O- und bikontinuierliches System exis-
tiert, wdre es in weiterfiihrenden Untersuchungen interessant, die Penetration eines Modellarzneistoffes zu
bestimmen und damit den Einfluss der Phasenlage zu ermitteln.

Ebenso wire es fiir die Verifizierung der erhaltenen Ergebnisse wichtig, die Hautpenetrationsversuche mit
einer groferen Anzahl an Spenderhduten durchzufiihren. Jedoch ist dies angesichts der geringen Verfiigbar-
keit an Spenderhduten dulerst problematisch. Trotz der aussichtsreichen Ergebnisse muss die klinische Wirk-
samkeit der Formulierungen in weiterfiihrenden Studien, speziell an psoriatischer Haut, belegt werden, um
ein geeignetes Vehikel zur Therapie der Psoriasis auswahlen zu kénnen.
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4.4  Verbesserung der Penetrationsrate von  Methotrexat durch
Ionenpaarbildung

Bedauerlicherweise konnte durch den Einsatz der entwickelten kolloidalen Cartiersysteme nicht die ge-
wiinschte Penetrationssteigerung des hydrophilen Arzneistoffes MTX erzielt werden. Demzufolge wurde
nach weiteren Moglichkeiten gesucht, um hohe MTX-Konzentrationen in den Zielkompartimenten Epidermis
und obere Dermis zu erreichen. In den letzten Jahren hat das Ionenpaarkonzept aufgrund der Vielzahl an
anderen Mdglichkeiten (Nanopartikel, Liposomen, Mikroemulsionen) nur wenig Beachtung in der dermalen
und transdermalen Anwendung erhalten. Jedoch stellt die Bildung eines Ionenpaars in diesem Fall ein inte-
ressantes Konzept dar. Betrachtet man die Ladung des MTX-Molekiils bei verschiedenen pH-Werten (Abb.
42), liegt MTX bei leicht sauren und physiologischen pH-Werten {iberwiegend als Anion vor.
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Abb. 42: Vorliegende Ladung des MTX-Molekiils bei unterschiedlichem pH-Wert

Ab einem pH-Wert von 6 liegt das Molekiil zu 55 % als zweifach-negativ geladenes Anion vor und ab einem
pH-Wert von 7 zu 99 %. Die angegebenen Prozente der vorliegenden Spezies wurden mittels der Software
MarvinSketch berechnet [123].

Aus diesem Grund sollte ein geeignetes Gegenion kationisch sein, eine hohe Lipophilie besitzen, physiolo-
gisch kompatibel und metabolisch stabil sein. Fiir die Ionenpaarbildung ist es ebenso wichtig, dass das Gege-
nion geringfiligig im gewiinschten Medium 16slich ist, um {iberhaupt ein lonenpaar bilden zu koénnen [111].

441 [dentifizierung geeigneter Gegenionen

a) Physikochemische Charakterisierung moglicher Gegenionen

Zunichst wurde nach mdglichen, bei physiologischen Bedingungen kationisch vorliegenden, Gegenionen ge-
sucht, die den eben aufgefiihrten Anforderungen entsprechen. Diese wurden hinsichtlich ihrer physikochemi-
schen Eigenschaften wie Verteilungskoeffizient, Molekiilgewicht, IEP und Ladung bei einem pH-Wert von 7
bewertet (Tab. 28).
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Tab. 28: Mogliche Gegenionen und ihre physikochemischen Eigenschaften sowie Farbung der Chloroformphase (CP)

Gegenion M|g:mol'] IEP LogP LogD,; Ladung,, Firbungder CP
BAC j;jz - g:z g:z 1fach positiv gelb
BDAC 396° - 4.4 4.4 1fach positiv gelb
Cetylpyridiniumchlorid 340 - 3,5 3,5 1fach positiv schwach gelb
DODAB [293] 631 - 11,1 11,1 1fach positiv

DOETAB [293] 673 - 12,4 12,4 1fach positiv
Dodecyltrimethylammoniumbromid 308 - 0,9 0,9 1fach positiv farblos
Hexadecylpyridiniumbromid 384 - 3,5 3,5 1fach positiv farblos
Lidocain 234 10,8 1,5 0,7 1fach positiv farblos
Lysin [294] 146 9,8 -0,7 -5,8 1fach positiv farblos
Ornithin 132 9,8 -1,2 -6,1 1fach positiv farblos
Phytosphingosin 318 11,2 3,7 1,8 1fach positiv farblos
Salicyloyl-Phytosphingosin 438 3,6 5,7 5,7 neutral

Spermin 202 - -1,5 -10,5 4fach positiv farblos
Spermidin 145 - -1,2 -8,5 3fach positiv farblos
Sphingosin 300 11,7 4,6 2,4 1fach positiv farblos
Triethylamin [295] 101 1,3 -1,8 1fach positiv (flichtig)

? perechnet als C17H30CIN (R=C8),” berechnet als C27H50CIN (R=C18); ¢ berechnet als C25HA6CIN

Das Molekiilgewicht beider Ionen sollte nicht zu grof sein, da das resultierende Ionenpaar entsprechend gro-
Rer und eine dermale Penetration zusitzlich erschwert wird. Daher wurden die beiden kationischen Lipide,
Dioctadecyldimethylammoniumbromide (DODAB) und Dioctadecyltrimethylammoniumbromide (DOETAB),
welche in Arbeiten von BHATTACHARYA et al. [293] eingesetzt wurden, in weiteren Untersuchungen nicht
berficksichtigt. Die aufgefithrten Aminosduren und die beiden Polyamine Spermin und Spermidin kénnten
hinsichtlich ihres log 7> bzw. log PWertes zu hydrophil sein, um ein ausreichend lipophiles Ionenpaar zu
bilden. Durch den Einsatz der Software MarvinSketch [123] konnte zusdtzlich berechnet werden, welche
Ladung die Molekiile bei einem pH-Wert von 7 besitzen. Fast alle ausgesuchten Substanzen liegen bei einem
pH-Wert von 7 als Kation vor und sind prinzipiell als Gegenion geeignet.

b) Extraktion der lonenpaare

Um festzustellen, ob die ausgesuchten Gegenionen einen Ionenpaar-Komplex mit MTX bilden, wurden diese
mit MTX in Puffern verschiedener pH-Werte (5, 6 und 7) und in verschiedenen Stoffmengenverhaltnissen
(MTX:Gegenion 1:2, 1:4, 1:6) gelost und anschlieBend mit Chloroform extrahiert. Das MTX-Molekiil besitzt
zwei negative Ladungen aufgrund der zwei vorhandenen Carboxylgruppen, welche bei einem pH-Wert von 7
negativ geladen vorliegen. Es sind also zwei Molekiile eines einfach-positiv geladenen Gegenions nétig, um
ein neutrales Ionenpaar zu bilden. Da MTX in Chloroform nicht 16slich ist und eine gelbe Farbe aufweist,
konnten anhand der Gelbfarbung der Chloroformphase (CP) erste Hinweise auf einen Einfluss des Gegenio-
nenzusatzes erhalten werden.

Wie aus Tab. 28 hervorgeht, zeigten nur die quartiren Ammoniumverbindungen Benzalkoniumchlorid (BAC)
und Benzyldimethylhexadecylammoniumchlorid (BDAC) (Abb. 43) eine ausgeprdgte Gelbfarbung. Die Inten-
sitdt der Gelbfarbung nahm mit steigendem Anteil an Gegenion (1:10) zu. Gegensdtzlich zu den Arbeiten von
NAM et al. [294] oder IVATURI et al. [296] scheint die Hydrophilie der Aminosduren Lysin und Ornithin sich
ungiinstig auf eine Ionenpaar-Bildung mit MTX auszuwirken. Sphingosin und Phytosphingosin wurden ferner
fir erfolgversprechende Kandidaten gehalten, konnten jedoch in den Pufferldsungen trotz verschiedenster
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Bedingungen (Erhitzen, Riihren, Ultraschallbad) nicht geldst werden. Durch Synthese des Phytosphingosin
Hydrochlorids (durch die Firma Evonik) kénnte dies in zukiinftigen Experimenten eingesetzt werden. Betai-
ne, Amphetamine oder kationische Farbstoffe kdénnten ebenfalls mogliche Gegenionen darstellen.

BAC BDAC

CH,4 CH,

r!l*/\/\/\/\CH3 l!l CH,4
| e | cr
CH, CH,

Abb. 43: Chemische Struktur von BAC (links) als C17H30CIN und BDAC (rechts) als C25H46CIN

Beide quartdre Ammoniumverbindungen kommen als Gegenion fiir MTX in Frage. Bei BAC handelt es sich
um ein Gemisch von Alkylbenzyldimethylammoniumchloriden, deren Alkylrest aus C8- bis C18-Ketten be-
steht. BAC ist ein bekanntes kationisches Tensid und wird als Konservierungsmittel in Ophthalmika in Kon-
zentrationen von 0,01 % eingesetzt [297].

BDAC, auch Cetalkoniumchlorid genannt, weist ebenfalls eine amphiphile Struktur auf und gehort zur Grup-
pe der Desinfektionsmittel. Es wird aufgrund seiner antiseptischen Wirkung vor allem in der Mundhdohle an-
gewendet (0,01 % Tenderdol® Mundgel; CH).

4.4.2  Einfluss der lonenpaarbildung von MTX auf den Verteilungsprozess

Die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten (log J) von MTX unter Zusatz der Gegenionen BAC sowie
BDAC sollte nun die Entstehung eines lipophilen Ionenpaar-Komplexes bestdtigen. Hierflir wurde das be-
kannte n-Octanol/Puffer-System verwendet. Aufgrund der guten Loslichkeit von MTX und der Moglichkeit,
nur eine Pufferlosung fiir die pH-Werte 5, 6 und 7 zu verwenden, kam der Citrat-Phosphat-Puffer nach McIl-
vaine zum Einsatz.

Da der Transport eines Ionenpaars nicht in dquimolaren Verhéltnissen erfolgen muss [111], wurde der Vertei-
lungskoeffizient fiir verschiedene molare Verhdltnisse (MTX:Gegenion 1:2, 1:4, 1:6 und 1:10) bestimmt.
Durch Quantifizierung der MTX-Konzentrationen sowohl in den Puffer- als auch in den Octanolphasen konn-
te die WER zur Absicherung der Ergebnisse ermittelt werden. Diese betrug bei allen Versuchen 96 + 1 %.
Zum Vergleich wurde ebenfalls der Verteilungskoeffizient von MTX ohne Gegenion bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tab. 29 und in Abb. 44 dargestelit.
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Abb. 44: Verénderung des Octanol-Puffer-Verteilungskoeffizienten von MTX in Abhéngigkeit vom pH-Wert und des molaren
Verhiltnisses zu BAC (links) sowie BDAC (rechts) bei 32 °C (MW=+SD; n=9; MTX ohne Gegenion: n=3)
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Tab. 29: Verteilungskoeffizienten von MTX in Gegenwart von BAC und BDAC bzw. ohne Gegenion bei verschiedenen pH-
Werten bei einer Temperatur von 32 °C (MW=+SD, n=9; MTX ohne Gegenion: n=3)

pH- log D-Werte fiir MTX:BAC log D-Werte fiir MTX:BDAC log D
Wert 1:2 1:4 1:6 1:10 1:2 1:4 1:6 1:10 MTX
5 0,72+0,04  -0,60+0,02 -0,52+0,07 - -0,64+0,02  0,77+0,01  -0,66+0,01 - -3,0+0,6
6 -1,27+0,17  0,73+0,13  -0,15+0,07 - -0,04+0,02  0,27+0,02  0,39+0,11 - -3,9+0,4
7 -1,92+0,01 0,28+0,07  0,73+0,01  1,08+0,02 | -1,29+0,02 0,13+0,02  0,26+0,03  0,43+0,04 | -4,7+0,4

Normalerweise wird der Verteilungskoeffizient von MTX mit steigendem pH-Wert immer kleiner (negativer
Wert), da der IEP bei 3,5 liegt. Jedoch geht aus den Untersuchungen deutlich hervor, dass durch Zugabe bei-
der Gegenionen der log D-Wert bei allen pH-Werten signifikant gréBer wurde, MTX folglich unpolarer wird
bzw. ein lipophiles [onenpaar entsteht.

Bei einem pH-Wert von 7 und einem Verhiltnis von 1:10 (MTX:BAC) konnte sogar ein log D-Wert von 1
erreicht werden, was dem Idealwert fiir eine dermale Penetration entspricht (Abb. 44 - links) [298]. Die Ab-
héngigkeit vom pH-Wert ist mit dem gréBer werdenden Anteil an negativ geladenen MTX-Molekiilen bei

steigendem pH-Wert relativ einfach erkldrbar. Ab einem pH-Wert von 7 liegt MTX nahezu vollstdndig disso-
ziiert vor.
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Abb. 45: Prozentualer Anteil von MTX in der Puffer- bzw. in der Octanolphase in Gegenwart von BAC (links) sowie BDAC
(rechts) bei einem pH-Wert von 7 (MW=SD; n=9)

Uberdies bewirkte bereits ein molares Stoffmengenverhltnis von 1:6 (MTX:Gegenion) bei einem pH-Wert
von 7 einen starken Anstieg der Lipophile. Unter Einsatz von BAC lagen bei diesem Verhdltnis ca. 84 % der
Gesamtmenge des eingesetzten MTXs in der Octanolphase vor. Bei einem 1:2-Verhiltnis waren es dagegen
nur 2 %. Bei BDAC diffundierten ca. 65 % in die lipophile Phase wenn das Verhéltnis 1:6 betrug, wohingegen
sich bei einem Verhéltnis von 1:2 nur maximal 2 % des eingesetzten MTX quantifizieren lieBen (Abb. 45).
Der Einfluss von BAC auf den Verteilungskoeffizienten von MTX scheint demnach wirkungsvoller zu sein als
der von BDAC.
Durch die Entwicklung geeigneter analytischer Methoden konnte nicht nur MTX in beiden Phasen quantifi-
ziert werden, sondern auch das jeweilige Gegenion. BAC und BDAC kénnen mittels HPLC-Trennung und
massenspektrometrischer Analyse in Konzentrationen ab 1 ng/ml erfasst werden. Dabei wurde festgestellt,
dass BAC in allen Fillen nahezu vollstdndig in die Octanolphase {iberging. Es konnten nur geringe Konzentra-
tionen von kleiner 10 pg/ml in den Pufferphasen detektiert werden. Ebenso konnte BDAC, trotz der hohen
Empfindlichkeit dieser Methode, nicht mehr in den Pufferphasen nachgewiesen werden.
Die Resultate zeigen, dass durch lonenpaarbildung mit BAC und BDAC der Verteilungskoeffizient von MTX
signifikant erhtht werden konnte. Es war gelungen, MTX in groBen Mengen in die Octanolphase zu {iberfiih-
ren. Dies ldsst vermuten, dass ein pH-Wert von 7 und ein molares Stoffmengenverhéltnis von mindestens 1:6
die dermale Penetration von MTX deutlich verbessern kénnten.
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4.4.3  Einfluss der Ionenpaarbildung auf die Liberation von MTX in Lipidmembranen

Mit Hilfe des MSMM nach FURST und NEUBERT [289] und unter Verwendung von Dodecanol-Collodium-
Membranen (DCM) sollte das Liberationsverhalten von MTX in Gegenwart eines Gegenions untersucht wer-
den. Da BAC einen etwas besseren Effekt auf den Verteilungskoeffizienten hatte, wurde es als Gegenion fiir
die MSMM-Versuche ausgewahit.

Um ausschlieflich den Einfluss des Gegenions ermitteln zu kénnen, musste eine Formulierung mit wenigen,
nicht-ionischen Inhaltsstoffen verwendet werden. Dafiir eignete sich in erster Linie ein Hydrogel auf Hydro-
xyethylcellulosebasis (1,5 %). Der pH-Wert dieser Formulierung wurde auf 7 eingestellt. Das Verhdltnis MTX
zu BAC wurde 1:10 gewdhlt, da der ermittelte Verteilungskoeffizient (log D,y 7 = 1) bei diesem pH-Wert am
héchsten war. Die eingesetzte MTX-Konzentration betrug 0,5 %. Aufgrund der besseren Ldslichkeit des lo-
nenpaars in Propylenglykol als in Pentylenglykol (Tab. 30) wurden 20 % Propylenglykol zur Konservierung in
das Hydrogel eingearbeitet. Die genaue Herstellungsvorschrift ist in Kapitel 6.1, Abschnitt II-d beschrieben.

Tab. 30: Sattigungsloslichkeiten des MTX-BAC-Ionenpaars (IP) in Propylenglykol (PrG) und
Pentylenglykol (PeG) im Vergleich zu MTX ohne Gegenionzusatz (MW=SD, n=3)

¢, in PrG ¢, in PeG
[P-MTX+BAC (1:10, m/m) 45 + 0,2 mg/ml 3,9 + 0,1 mg/ml
MTX 1,5+ 0,1 mg/ml 0,9 + 0,0 mg/ml

Das Vorliegen von sink-Bedingungen ist eine wichtige Voraussetzung zum Erreichen von optimalen
Liberationsergebnissen. Aufgrund der guten Loslichkeit von MTX in Gegenwart von BAC in der Octanolphase
(siehe Kapitel 4.4.2) wurde die Aufnahmekapazitit in den drei Membranen des MSMM berechnet. Bei voll-
standiger Freisetzung des Wirkstoffes (10 mg Formulierung enthalten 50 pug MTX) ist mit einer
Akzeptorbelegung von 20 % zu rechnen und demgemiR sind noch vertretbare sink-Bedingungen (< 10 %)
gewdhrleistet.

Weiterhin wurde der Versuchsaufbau des MSMM optimiert, so dass nun fiir jede einzelne Zelle (n=38) die
Wiederfindungsrate bestimmt wird, indem man die restliche Formulierung mit einem Tupfer abwischt. In
fritheren Untersuchungen wurde immer nur von einer Zelle die WFR bestimmt und von den restlichen sieben
Zellen abgezogen. Dadurch, dass der nicht-liberierte MTX-Anteil fir jede Zelle einzeln ermittelt wird, erhalt
man die Wiederfindungsrate pro Zelle, was zu einer sehr guten Ergebnisqualitdt fithrt. Fiir die
Liberationsversuche mit Gegenion wurde eine durchschnittliche Wiederfindungsrate von 85,6 + 13,5 % er-
halten, fiir die Versuche ohne Gegenion von 91,8 + 7,8 % (MW=+SD; n=56). Weitere Details zum Aufbau des
MSMM sind in Kapitel 6.8 beschrieben.

Ergebnisse

In Abb. 46 sind die Liberationsergebnisse von MTX in An- und Abwesenheit des Gegenions nach sieben ver-
schiedenen Versuchszeiten dargestellt. Durch Zugabe des Gegenions BAC (1:10) konnte eine signifikante
Verbesserung der MTX-Liberation herbeigefiihrt werden. Bereits nach 15 min diffundierten {iber 65 % der
applizierten MTX-Dosis in die oberste Membran (A). Nach weiteren 15 min konnte MTX bereits in der zwei-
ten Membran (B) nachgewiesen werden und nach insgesamt 60 min sogar in der untersten Membran (C).
Die insgesamt-liberierte MTX-Menge betrug nach 15 min 65 % und nach 30 min 80 %. Vergleichend dazu
wurden aus dem Hydrogel ohne dem Zusatz des Gegenions nach 15 min lediglich 15 % und nach 30 min
50 % freigesetzt. Zu keinem Zeitpunkt konnte MTX in Abwesenheit von BAC in der mittleren oder untersten
Membran detektiert werden.
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Abb. 46: In vitro Liberation von MTX aus dem Hydrogel mit und ohne dem Gegenion BAC (MW=SD; n=8; *p<0,01 gegen-
{iber der jeweiligen Membran des Hydrogels ohne BAC)

Da das Hydrogel aufgrund seines hohen Wassergehaltes zum Austrocknen neigte, erwies es sich als schwie-
rig, die restliche Formulierung nach Ende der Versuchszeit wieder vollstandig zu entfernen, ohne Arzneistoff
aus der obersten Membran zu extrahieren. Daher resultierten etwas hohere Standardabweichungen in den
obersten Membranen nach langeren Versuchszeiten als in den anderen beiden Membranen.

Zusitzlich war es moglich, die liberierte Menge des Gegenions BAC mittels einer geeigneten HPLC-UV Me-
thode (siehe Kapitel 6.3.1) in den Membranen des MSMM zu quantifizieren (Abb. 47) und dadurch zusdtzli-
che Hinweise auf das Liberationsverhalten von MTX und BAC zu erhalten. Bereits nach 15 min konnten {iber
60 % des BAC in der obersten Membran und minimale Mengen in der mittleren Membran nachgewiesen
werden. Nach 60 min stiegen die BAC-Konzentrationen in der mittleren und untersten Membran weiter an.
Aufgrund des simultanen Liberationsverhalten zum hydrophilen MTX und der Verteilung in den drei Memb-
ranen ldsst sich vermuten, dass beide Stoffe als [onenpaar zusammen diffundieren.
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Abb. 47: In vitro Liberation von BAC aus dem Hydrogel in die Membranen (MW=+SD; n=8).

Diese Vermutung ldsst sich auch verdeutlichen, wenn man die insgesamt liberierte Menge von MTX und
BAC (Abb. 48) betrachtet. Es wurde immer der gleiche Anteil der applizierten Dosis beider Substanzen freige-
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setzt. Das bestehende Verhltnis (1:10) in der Formulierung blieb daher auch wihrend des Diffusionsprozes-
ses in den Akzeptor bestehen. Nach 30 min wurden bereits 80 % des applizierten lonenpaars in den drei
Membranen gefunden und nach 120 min erreichte die Liberation bereits den Maximalwert von 98 %. Zu
jeder Versuchszeit war das Gel mit dem lonenpaar dem Gel mit MTX allein signifikant {iberlegen. Das Gel
ohne Gegenion konnte zu keiner Versuchszeit eine nahezu vollstindige Liberation von MTX erreichen. Nach
120, 180 und 300 min wurden maximal 60 % des applizierten MTX freigesetzt.
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Abb. 48: Zeitabhdngige Zunahme von MTX in Gegenwart von BAC, von BAC in Gegenwart von MTX und von MTX ohne
BAC-Zusatz in den drei Membranen des MSMM bezogen auf die applizierte Dosis (MW=SD; n=8)

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Freisetzung des hydrophilen Arzneistoffes MTX aus dem
Hydrogel in die lipophilen Membranen des MSMM durch die Zugabe eines Gegenions signifikant gesteigert
werden konnte. AuBerdem kann man davon ausgehen, dass MTX und BAC simultan, folglich als lonenpaar,
in die Membranen diffundieren.

4.4.4  Einfluss der Ionenpaarbildung auf das Penetrationsverhalten von MTX in exzidierte Human-
haut

Abschlieend stellt sich nun die spannende Frage, ob durch Ionenpaarbildung, neben der gesteigerten Lipo-
philie und Liberation von MTX, auch eine Verbesserung des dermalen Penetrationsrate herbeifiihrt werden
kann. Der Einsatz von FrRANZ-Diffusionszellen sollte ex vivo Penetrationsstudien an exzidierter Humanhaut
ermdglichen. Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von Humanhaut wurde jeweils eine Haut von einem
Patienten verwendet und geviertelt (7=4). Wie in den Liberationsstudien (siehe Kapitel 4.4.3) wurde das
Hydrogel mit Ionenpaar (MTX:BAC - 1:10) und ohne getestet. Die eingesetzte MTX-Konzentration betrug
0,5 %. Die MTX- und die BAC-Konzentrationen in den verschiedenen Hautschichten (Stratum corneum, le-
bende Epidermis und Dermis) sowie im Akzeptor wurden nach einer Applikationszeit von 300 min bestimmt.
In Abb. 49 (links) sind die penetrierten Anteile an MTX bzw. BAC nach Applikation der Hydrogele in Antei-
len der applizierten Dosis grafisch dargestellt. Des Weiteren wurden Tiefenprofile erstellt, um das jeweilige
Volumen der entsprechenden Hautkompartimente mit einbeziehen zu kénnen (rechts).
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Abb. 49: Penetrationsergebnisse von MTX mit und ohne Zusatz von Gegenion (rot und griin) und Penetration von BAC (blau)
aus dem Hydrogel dargestellt in Anteilen der applizierten Dosis (links) sowie Tiefenprofil unter Beriicksichtigung der Dicke der
einzelnen Hautschichten in absoluten Konzentrationen [M] (rechts) nach 300 min Inkubationszeit (MW=SD; n=4).

Zundchst ist festzustellen, dass tendenziell héhere MTX-Konzentrationen im Stratum corneum und in der
lebenden Epidermis durch Einsatz des Ionenpaars erreicht werden konnten als ohne Zusatz des Gegenions.
Besonders in der Dermis wurden hohe MTX-Konzentrationen nachgewiesen. Dabei erreichte das Hydrogel
ohne Gegenion eine MTX-Menge von 10,1 % in allen Dermisschichten und das Hydrogel mit Gegenion
16,6 %, jeweils bezogen auf die applizierte Dosis. Im Akzeptorkompartiment konnte weder MTX noch BAC
detektiert werden. Dies ldsst sich einerseits mit der ausgepragten Lipophilie des Ionenpaars begriinden, wel-
ches sich eher schlecht in das hydrophile Akzeptormedium (Aqua dest.) verteilt und andererseits mit der
schlechten Wasserloslichkeit von MTX.

Betrachtet man die Tiefenprofile der beiden Hydrogele, dann ist gut erkennbar, dass in allen Hauttiefen die
MTX-Menge fast doppelt so hoch war in Gegenwart von BAC, als wenn die Penetration von MTX allein er-
folgte. Die niedrigsten MTX-Konzentrationen (100 pM) wurden in den unteren Dermisschichten fiir beide
Gele quantifiziert. Die MTX-Konzentration im Stratum corneum konnte durch den Einsatz von BAC, von
1306 uM auf 2554 uM, verdoppelt werden. Aufgrund der Lipophilie des lonenpaares scheint es daher eher
zu einer Kumulation der aktiven Komponente in der Epidermis, dem gewiinschten Zielkompartiment zu
kommen.

Derzeit existieren nur zwei Studien zur Steigerung der Permeation von MTX durch die Bildung von Ionen-
paaren. TROTTA et al. [220] zeigten eine Erhohung des Fluxes von MTX bei einem pH-Wert von 4 durch Zu-
gabe von Natriumlaurylsulfat bzw. Docusat-Natrium. Jedoch scheint diese Studie duferst fragwiirdig zu sein,
da es sich bei beiden Gegenionen um negativ geladene Ionen handelt. Folglich ist es eher unwahrscheinlich,
dass ionische Wechselwirkungen zwischen zwei negativ geladenen Molekiilen bestehen. Die andere Studie
befasste sich mit der Permeation von MTX durch die Nasenschleimhaut von Ratten. Als Gegenion kam L-
Arginin zum Einsatz, welches den Flux signifikant erh6hen konnte [296]. Jedoch wurde im Rahmen dieser
Arbeit, mit dem verwandten Molekiil Lysin, welches den gleichen IEP von 10 besitzt (siehe Kapitel 4.4.1),
kein [onenpaar mit MTX erhalten werden.

Aufgrund der hohen Standardabweichung wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet. Die hohen
Standardabweichungen konnen in diesem Fall durch eine mogliche periphere Applikation des Hydrogels auf
der Hautoberfldche, wie in Abb. 50 dargestellt, erklart werden. Diese periphere Applikation ist hauptsdchlich
auf die Konsistenz und Viskositdt des Gels zuriickzufiihren, was eine homogene Verteilung erschwert. Durch
diese Verschiebung wurde in einem Viertel der Haut ein sehr groBer Teil der applizierten Dosis quantifiziert

(b) und in dem gegeniiberliegenden Viertel ein sehr kleiner Teil (c). Die beiden angrenzenden Teile (a und d)
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zeigten dhnliche Werte. Als weitere Mdoglichkeit konnen in der Haut vorhandene Poren oder Follikel ursdch-
lich fiir die relativ hohe Standardabweichung sein. Da es sich bei der Haut um biologisches Material handelt,
kann man nicht von einer gleichmé@RBigen Beschaffenheit ausgehen.

Zentrale Applikation Periphere Applikation
/ N N\ / \\ 7 \

Abb. 50: Darstellung der zentralen und peripheren Applikation in den ex vivo Experimenten

Im Rahmen dieser Penetrationsstudie konnte durch die Entwicklung einer hoch sensitiven Quantifizierungs-
methode die Konzentration des applizierten Gegenions BAC in den Hautschichten ebenfalls ermittelt werden.
Damit ist es gelungen, weitere Hinweise {iber den Ionenpaartransportmechanismus zu erhalten. In der Der-
mis wurden 20 % der applizierten BAC-Dosis nachgewiesen. Insgesamt penetrierten 24,4 % des applizierten
BAC in die Haut. Die gleiche Menge (24,1 %) wurde auch fiir MTX nach Applikation des gleichen Gels ermit-
telt. Daher wird angenommen, dass MTX und BAC zusammen als lonenpaar in die Haut penetrieren und das
Stoffmengenverhdltnis von 1:10 weitgehend bestehen bleibt. Aufgrund der geringeren Konzentration von
BAC im Stratum corneum, in der Epidermis und in den obersten Dermisschichten DR1-2 (Abb. 51), aber der
htheren Konzentrationen in den Schichten DR3 bis ST, kann angenommen werden, dass BAC schneller in
die Haut diffundiert als MTX. Infolge der Kumulation von BAC werden flir MTX bessere Penetrationsbedin-
gungen in der Haut geschaffen. Dieser Zusammenhang wurde bereits in Arbeiten von NEUBERT et al. [111]
aufgezeigt.

. I Hydrogel MTX+BAC
94 I Hydrogel BAC+MTX

Anteil der applizierten Dosis [%]

SC EP DRl DR2Z DR3 DR4 DR5 ST
Hautkompartiment

Abb. 51: Anteil der applizierten Dosis von MTX und BAC in den einzelnen Hautschichten nach Applikation des
Hydrogels. ST = verbleibender Hautstumpf der Dermis (MW=SD; n=4)

Angesichts der Tatsache, dass es sich bei BAC um ein Tensid handelt, sind auch weitere Erkldrungen vorstell-
bar, warum die Penetration von MTX gesteigert wurde: Neben der Theorie, dass BAC auf das Arzneistoffion
einwirkt und zur Bildung eines Ionenpaares fiihrt, wére auch die Entstehung von Mizellen moglich, welche
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das MTX-Molekiil einschlieRen. Zusdtzlich kénnte BAC die Hautbarriere modifizieren oder schidigen, was
die Penetration der aktiven Komponente erleichtern wiirde (Penetrationsenhancer) [107].

Fiir eine genauere Charakterisierung des Ionenpaars sind jedoch weitere Untersuchungen wie beispielsweise
Leitféhigkeitsmessungen, massenspektrometrische (ES-MS) und H-NMR-Analysen notwendig [115].

AbschlieRfend soll auf die Hautvertrdglichkeit von BAC hingewiesen werden. Es ist allgemein bekannt, dass
BAC auf der Haut ab einer Konzentration von 0,5 % zu Irritationen oder Reizerscheinungen fithren kann
[299]. Jedoch wurde in einem Ubersichtsartikel von BASKETTER et al. auch gezeigt, dass es zu keiner Sensibili-
sierung der Haut kommt und BAC eher ein extrem seltenes Allergen darstellt [300]. BAC ist laut der Roten
Liste 2015 in 193 und als Wirkstoff in zw0lf Fertigarzneimitteln enthalten. Die bekanntesten FAM sind:
Dorithricin® Halstabletten (1 mg BAC/Lutschtablette), Dequonal® Gurgellésung (35 mg BAC/100 g Lésung),
Gelclair® Mundgel (keine Angabe zum BAC-Gehalt) und Hexaquart® S (7,6 g BAC/100 g zur Verdiinnung)
zur Vorbeugung von Fufpilz. Ebenso kommt es in vielen Desinfektionsmitteln, als Konservierungsmittel in
Ophthalmika, in Sagrotan Fliissigseife und in zahlreichen anderen Kosmetika zum Einsatz. Insofern handelt es
sich bei BAC um einen langjihrig eingesetzten Stoff mit hohem Erfahrungswert. Eine Uberpriifung der Haut-
vertraglichkeit des entwickelten Hydrogels sollte dennoch erfolgen.

445  Zusammenfassung

Es ist gelungen, zwei geeignete Gegenionen fiir das hydrophile MTX zu finden. Beide Ionen, BAC und
BDAC, waren in der Lage, den Verteilungskoeffizient von MTX signifikant zu erhohen. Das fiir die Liberati-
ons- und Penetrationsstudien ausgewéhlte BAC konnte eine wesentliche Erhohung der Freisetzungsrate wie
auch der Penetrationsrate von MTX in die Haut herbeifiihren. Zur Fundierung der Ergebnisse sollten die Ex-
perimente mit einer groferen Anzahl an Hautproben von unterschiedlichen Patienten erganzt und klinische
Untersuchungen fiir die Bestdtigung der Ergebnisse durchgefiihrt werden.

Letztendlich sind auch weitere Substanzen auf die Eignung als Gegenion zu priifen, u.a. kationische Farbstof-
fe. Die angewandte Methode zum Ausschiitteln des entstandenen Ionenpaars kénnte insofern optimiert wer-
den, dass wasserunldsliche Gegenionen bereits in der Chloroformphase geldst werden. MTX wiirde in diesem
Fall an der Grenzfliche mit dem Gegenion ein Ionenpaar ausbilden und in die lipophile Phase {ibergehen.
Eine genaue Charakterisierung des entdeckten lonenpaars kdnnten ebenfalls interessante Einblicke in den
Aufbau des Komplexes geben.

Zusammenfassend Idsst sich feststellen, dass BAC sowohl prinzipiell als auch aus wissenschaftlicher Sicht ein
ausgezeichnetes Gegenion fiir die Erhhung der dermalen Penetrationsrate von MTX darstellt.
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4.5  Vergleich der Penetrationsergebnisse von MTX

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Formulierungen hinsichtlich ihrer Fahigkeit, MTX
in ausreichend hohen Konzentrationen in die Haut zu transportieren, entwickelt und getestet. AbschlieRend
sollen nun die Ergebnisse der lonenpaar-Studien mit den vorangegangenen ex vivo Penetrationsdaten der
0,5 % MTX-haltigen Basiscreme, den Mikroemulsionen und des Fertigpriparates Rextop® Gel verglichen
werden.

Da die Penetrationsuntersuchungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattfanden, wurde eine Penetrations-
studie unter Einsatz der Basiscreme (BC-MTX) erneut durchgefiihrt. Zusdtzlich handelt es sich um eine vali-
dierte Methode. Es wurden vergleichbare Ergebnisse, wie bei der ersten Durchfithrung, erhalten. Daher ist
ein Vergleich zwischen den verschiedenen Penetrationsdaten méglich.

Tab. 31: Vergleich der Penetrationsdaten von MTX aus den verschiedenen Formulierungen dargestellt als Anteil der applizier-
ten Dosis in [%] nach 300 min Inkubationszeit (MW=+SD, n=4, Basiscreme n=8; p<0,05 *gegeniiber Basiscreme, *gegentiber
Rextop, *gegentiber ME-OW-MTX); IP=Ionenpaar MTX+BAC; PrG=Propylenglykol

Formulierung SC EP DR Gaze / Akzeptor ﬁ%;?g:;rl
BC- DAC-MTX 42 +1,5* 5,9 +0,4* 49+1,0 -/23+1,.2 150+ 1,0%
ME-OW-MTX 1,6 £0,6 2,3+0,9* 3,6+1,7 -/25+0,1 75+ 25
ME-WO-MTX 1,7+0,4 2,1 £0,7* 506+1,7 -/3,1+0,2 04+ 26
Hydrogel (Rextop®) 1,0 + 0,4* 0,9 +0,3" 2,8+0,8 -/0 47+ 0,7
Hydrogel+PrG 1,8 1,7 1,9+1,5 10,1 + 4,8"* 08+0,1/0 13,7 £ 10,6

Hydrogel+PrG+IP 34+33  41+24% 16,6+ 142 41+0,1/0 24,1 + 204

Zunichst lasst sich aus den Daten in Tab. 31 sehr gut erkennen, dass sich das Hydrogel Rextop® ohne jegli-
che Zusétze am ungiinstigsten auf die Penetration von MTX auswirkt. Nur knapp 5 % der applizierten Dosis
konnten in die Haut transportiert werden. Schon der alleinige Zusatz von Propylenglykol zu dem Gel
(20 %, m/m) wirkte sich sehr positiv auf die Penetrationsrate aus. Knapp 14 % der applizierten MTX-Menge
konnten in die Haut penetrieren. Dieses Ergebnis ist &hnlich den Daten nach Applikation der Basiscreme. Je-
doch konnte in der Dermisschicht eine doppelt so hohe MTX-Konzentration nach Applikation des Gels mit
Propylenglykolzusatz erreicht werden als nach Applikation der Basiscreme, welche ebenfalls Propylenglykol
enthielt. Die ME-Systeme erreichten nur eine moderate Penetrationsrate, aber waren tendenziell immer noch
besser als das Marktpraparat Rextop®. Zudem ist auffillig, dass MTX aus keiner der Gelformulierungen in ei-
ner quantifizierbaren Konzentration in den Akzeptor diffundieren konnte.

Vergleicht man die Tiefenprofile der Formulierungen (Abb. 52) wird deutlich, dass die Konzentration von
MTX in der oberen Dermisschicht und in der vitalen Epidermis nach Applikation der Basiscreme und des
Gels mit dem Ionenpaar am hochsten war. Das Hydrogel ohne Ionenpaar, aber mit einem
Propylenglykolgehalt von 20 %, erreicht moderate MTX-Konzentrationen in den verschiedenen Hautschich-
ten, jedoch wurden auch nennenswerte MTX-Mengen in der unteren Dermis und im verbleibenden
Dermisstumpf gefunden. Eventuell fiihrt Propylenglykol durch einen sol/vent drag Mechanismus zu einer ge-
steigerten Penetration von MTX in tiefere Hautschichten und zu einer Verdnderung des Penetrationsprofils.
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BC-DAC-MTX Rextop Gel Hydrogel+PrG Hydrogel+PrG+IP
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Abb. 52: Vergleich der Tiefenprofile der Formulierungen unter Beriicksichtigung der Dicke der jeweiligen Hautschicht. Fiir den
verbleibenden Stumpf wurde eine Dicke von 400 pm angenommen (MW=xSD; n=4 bzw. n=_8 fiir Basiscreme; p<0,05
*gegeniiber Basiscreme, *gegentiber Rextop® Gel) IP<Ionenpaar MTX+BAC; PrG=Propylenglykol

Bemerkenswert ist, dass das Marktprodukt, welches ebenfalls auf Hydroxyethylcellulose basiert, bei diesen
Untersuchungen sich nicht bewdhren konnte. Es transportierte nur geringe MTX-Mengen in alle Schichten
der Haut. Durch den Zusatz von Propylenglykol neben dem Gegenion konnte die MTX-Konzentration im
Stratum corneum um den Faktor 7, in der Epidermis um den Faktor 9 und in der Dermis um den Faktor 11
teilweise signifikant gesteigert werden. Betrachtet man die absoluten Konzentrationen, dann konnte durch
Einsatz des lonenpaars die Konzentration in allen Hautschichten, im Vergleich zu dem Hydrogel mit Propy-
lenglykol aber ohne Ionenpaar, verdoppelt werden.

Daraus ldsst sich ableiten, dass sowohl die Basiscreme als auch das Hydrogel mit dem Gegenion am besten fiir
eine topische Anwendung von MTX geeignet sind. Hinsichtlich der verdickten Hautbarriere bei Psoriasispa-
tienten ware wahrscheinlich die Applikation des Hydrogels mit Ionenpaar noch zweckméRiger, da die insge-
samt penetrierte Arzneistoffmenge im Vergleich zur Basiscreme fast doppelt so hoch war.
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4.6  Zusammenfassung: Penetrationssteigerung von MTX

Das vorangegangene Kapitel beschéftigte sich mit dem Arzneistoff MTX zur Anwendung auf der Haut bei der
Therapie der Psoriasis vulgaris. Dabei wurde zundchst ausfiihrlich auf die pharmakologischen und pharmako-
kinetischen Aspekte von MTX eingegangen. Die durchgefiihrten physikochemischen Untersuchungen konn-
ten bestdtigen, dass MTX ein Stoff mit extrem hydrophilen Eigenschaften ist und damit schwer in die
Hautbarriere diffundieren kann. Infolgedessen wurden hautfreundliche Mikroemulsionen —auf
Sucroseesterbasis entwickelt und ausfiihrlich charakterisiert. Mit ausgewidhlten Verfahren konnte bestdtigt
werden, dass es sich um isotrope Systeme, welche thermodynamisch stabil sind, handelt. In ex v/vo Penetra-
tionsuntersuchungen an Humanhaut wurde gezeigt, dass die Mikroemulsionen die Penetrationsrate im Ver-
gleich zu dem Fertigpréparat Rextop® tendenziell steigern konnte, jedoch nicht in dem AusmaB, wie man es
von solchen kolloidalen Systemen erwartet hitte. Im Gegensatz dazu steigerte sich die Penetrationsrate von
MTX nach Applikation der Basiscreme DAC erheblich. Es wird vermutet, dass der Penetrationsenhancer Pro-
pylenglykol das Penetrationsverhalten des hydrophilen Arzneistoffes positiv beeinflusst.

Schlieflich wurde der Einfluss der Ionenpaarbildung auf die dermale Penetration von MTX untersucht. Nach
einem ausfiihrlichen Screening konnten zwei potentielle Gegenionen gefunden werden: BAC und BDAC.
Beide fiihrten dazu, dass die Lipophilie von MTX enorm gesteigert werden konnte. Auch die in vitro Libera-
tionsstudien unter Verwendung des MSMM bestétigten den positiven Einfluss der lonenpaarbildung. Es wur-
de eine nahezu vollstdndige Freisetzung von MTX aus dem entwickelten Hydrogel erreicht. In den ex vivo
Penetrationsstudien an Humanhaut konnte der Zusatz von BAC die Penetrationsrate von MTX im Vergleich
zu den Mikroemulsionen und dem Rextop® Gel erheblich steigern.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch den Einsatz von modernen Drug Delivery Systemen pharma-
zeutische Problemarzneistoffe mit ungiinstigen physikochemischen Eigenschaften einer Anwendung auf der
Haut bei der Therapie der Psoriasis vulgaris bzw. auf dem Nagel zur Behandlung der Onychomykosis zugén-
gig zu machen. Am Beispiel des extrem hydrophilen Arzneistoffes MTX sollte vor allem der penetrationsfor-
dernde Effekt von Mikroemulsionen genutzt und untersucht werden. Zusétzlich sollte festgestellt werden,
welchen Einfluss die lonenpaarbildung auf das dermale Penetrationsverhalten von MTX hat. Fiir den extrem
lipophilen Wirkstoff EV-086K sollten hauptsdchlich moderne Vehikel entwickelt werden, welche eine austrei-
chend hohe Bioverfiigharkeit des Antimykotikums in der Nagelplatte erzielen.

Moderne Vehikel fiir die unguale Applikation des neuen Antimykotikums EV-086K

Der neu entdeckte Wirkstoff EV-086K konnte aufgrund seiner guten antimykotischen Eigenschaften einen
wesentlichen Beitrag zur Therapie der Onychomykosis leisten. Jedoch zeigte die physikochemische Charakte-
risierung, dass der Wirkstoff ungiinstige Eigenschaften fiir eine unguale Applikation aufweist. Aufgrund seiner
ausgepragten Lipophilie scheint eine Diffusion in die eher hydrophile Nagelplatte, im Vergleich zum Stratum
corneum, schwer moglich zu sein. Daher wurden verschiedene Formulierungen fiir eine unguale Anwen-
dung entwickelt. Es war méglich EV-086K in ausreichend hohen Konzentrationen in einen innovativen Na-
gellack, in ein Hydrogel und in eine ME einzuarbeiten. Als Vergleichsvehikel stand eine wassrige Losung aus
unterschiedlichen Komponenten zur Verfligung,

Die darauffolgenden in vitro FTIR-Diffusionsstudien an tierischen Hufmembranen bewiesen, dass die ME und
der Nagellack der Losung und dem Hydrogel signifikant iiberlegen waren. Die ME konnte stets die kiirzesten
lag-Zeiten von weniger als 30 min aufweisen, was auf ein sehr gutes Diffusionsvermdgen in die Nagelplatte
rlickschlieBen ldsst. Ebenso zeigte die ME einen hohen Permeationskoeffizienten fiir EV-086K. Der Nagellack
konnte EV-086K zwar nicht so schnell in die Nagelplatte transportieren wie die ME, aber dafiir erreichte die-
ser nach 24 h die hochsten Konzentrationen. Eine Anwendung des Hydrogels am Nagel erwies sich fiir das
Antimykotikum als ungiinstig. EV-086K erreichte nur mit ausgedehnten lag-Zeiten und in nur sehr niedrigen
Konzentrationen den Akzeptor. Mit Hilfe der Vergleichslosung konnte EV-086K ebenfalls durch die Rinder-
und Pferdehufmembranen in addquaten Konzentrationen diffundieren. Allerdings betrug die lag-Zeit 96 min.
Es stellt sich hier die Frage, ob eine wissrige Losung praktisch gesehen eine ausreichend lange Haftung auf
der Nagelplatte besitzt um ausreichend in diese zu penetrieren.

Fiir die Bestédtigung der Ergebnisse aus den FTIR-Diffusionsstudien, wurden ex vivo Penetrationsstudien an
menschlichen Nédgeln durchgefiihrt. Dabei konnte nach Applikation der ME und des Nagellackes der Wirk-
stoff EV-086K in hohen Konzentrationen in und durch die Nagelplatte diffundieren. Besonders die ME er-
reichte sehr hohe Wirkstoffkonzentrationen in der dorsalen Nagelplatte und im Akzeptor. Bezogen auf die
applizierte Dosis, konnte der Nagellack die héchsten Konzentrationen in der dorsalen Schicht erreichen. Es
war jedoch nicht moglich, eine hohere Arzneistoffkonzentration in den Nagellack einzuarbeiten und folglich
die absolute Konzentration weiter zu steigern. Daher ist es sinnvoll, die ME mit ihrer kurzen lag-Zeit und ih-
rer hohen Wirkstoffbeladung auf die Nagelplatte zu applizieren. Geeignet wire dafiir ein passender Nagelpfle-
gestift. Die wissrige LOosung erreichte im Vergleich zu den beiden Formulierungen nur sehr geringe
Konzentrationen im Nagel. Der permeierte sowie der penetrierte Anteil von EV-086K konnte durch Anwen-
dung der ME um das 10fache und durch Anwendung des Nagellackes um das 8fache gesteigert werden. Bei-
de Formulierungen besitzen ihre Vorteile und stellen geeignete Applikationsformen fiir die Anwendung von

EV-086K am Nagel dar.
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Penetrationssteigerung von Methotrexat zur topischen Behandlung der Schuppenflechte

Aufgrund der schlechten physikochemischen Eigenschaften von MTX fiir eine dermale Applikation sollte
durch den Einsatz von kolloidalen Vehikeln die Bioverfiigharkeit in der Haut verbessert und eine topische
Therapie der Psoriasis vulgaris mit MTX ermdglicht werden. Darauthin wurden hautfreundliche Mikroemul-
sionen auf der Basis von Zuckertensiden entwickelt. Die erhaltenen Systeme wiesen einen niedrigen Emulga-
torgehalt von kleiner 25 % auf und wurden durch die Anwendung verschiedener Methoden charakterisiert.
Es ist hervorzuheben, dass ein ME-System mit drei verschiedenen Phasenlagen (O/W, W/O, bikontinuier-
lich) entdeckt und eindeutig identifiziert werden konnte.

Durch die guten Solubilisierungseigenschaften der Mikroemulsionen konnte MTX in ausreichend hohen Kon-
zentrationen inkorporiert werden. In Langzeitstabilitdtsstudien wurde nachgewiesen, dass MTX in den zwei
Mikroemulsionen eine ausreichende Stabilitdt bei Raumtemperatur {iber einen Zeitraum von einem Jahr bzw.
drei Jahren besitzt.

In den anschlieRenden ex vivo Penetrationsstudien an Humanhaut konnten die penetrationsférdernden Ei-
genschaften dieser kolloidalen Systeme nur teilweise bestdtigt werden. Im Vergleich zu einem ehemals in In-
dien zugelassenen Fertigprdparat (Rextop® Gel) war die Penetrationsrate von MTX nach Applikation der
Mikroemulsionen zwar erhoht, aber {iberraschenderweise erzielte die Applikation einer MTX-haltigen Basis-
creme DAC noch bessere Penetrationsergebnisse. Aufgrund des unbedenklichen Sicherheitsprofils und der
relativ einfachen Herstellung einer MTX-haltigen Basiscreme, unter Berticksichtigung des Arbeitsschutzes, ist
eine Magistralrezeptur aus dieser Arbeit hervorgegangen, welche dem fachkundigen Arzt die topische An-
wendung von MTX ermdglichen soll.

Da der wissenschaftliche Anspruch dieser Dissertation durch Anwendung einer Basiscreme DAC dem Autor
nicht ausreichte, wurde nach weiteren innovativen Konzepten gesucht, um eine wesentliche Erhthung der
Penetrationsrate von MTX zu erzielen. Dabei schien vor allem das Konzept der lonenpaarbildung ein enor-
mes Potential zu bieten. Aufgrund der Tatsache, dass MTX hauptsdchlich dissoziiert und zusdtzlich noch als
Anion in wissriger Losung vorliegt, wurden diverse positiv geladene Gegenionen getestet.

BAC und BDAC konnten den Verteilungskoeffizienten von MTX im Octanol/Puffersystem in hohem Mafe
positiv beeinflussen. So wurde ein optimaler Wert fiir die Hautpenetration von 1 erreicht. Die entwickelte
Formulierung mit dem lonenpaar MTX+BAC zeigte in in vitro Freisetzungsstudien eine signifikant bessere
Liberation der aktiven Komponente als die Formulierung, welche MTX allein enthielt. Ebenso konnte festge-
stellt werden, dass die beiden Ionen simultan in die Membranen diffundieren und das Verhiltnis von 1:10
(MTX: BAC) bestehen blieb. Dariiber hinaus konnte durch den Einsatz des Ionenpaarkonzeptes eine sehr gu-
te Penetrationsrate von MTX in Humanhaut erzielt werden. Gegeniiber dem Fertigpriparat Rextop® erreichte
das Ionenpaar-haltige Hydrogel 7 - 11fach hohere MTX-Konzentrationen in den jeweiligen Hautkompartimen-
ten Stratum corneum, Epidermis und Dermis. Zusétzlich wurde festgestellt, dass Propylenglykol ein exzellen-
ter Penetrationsenhancer fiir MTX ist, da bereits das Hydrogel ohne Gegenion, aber mit einem 20 %igen
Propylenglykolgehalt wesentlich bessere Penetrationsraten erreichen konnte als das einfache Gel auf Hydro-
xyethylcellulosebasis. Gegeniiber der Basiscreme konnte durch den Zusatz von Propylenglykol und BAC der
gesamt-penetrierte MTX-Anteil von 15 % auf 24 % gesteigert werden.

Sowohl zusétzliche Hautstudien an erkrankter Haut, Studien an erkrankten Négeln als auch klinische Studien
sind dennoch erforderlich, um die Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse zu unterstreichen und zu bestati-
gen. AbschlieBend kann man jedoch sagen, dass durch den Einsatz von modernen Drug Delivery Systemen,
dem Ionenpaarkonzept und durch innovative Ideen es gelungen ist, auch pharmazeutische Problemarzneistof-
fe einer lokalen Therapie fiir die Psoriasis vulgaris und der Onychomykosis zugdngig zu machen und infolge-
dessen neue Moglichkeiten und Forschungsansdtze zu schaffen.
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6.1 Herstellung der Formulierungen

[) EV-086K-HALTIGE FORMULIERUNGEN

I-a) EV-086K-haltiger Nagellack

Das Polymer Eudragit® E 100 (5 %) wurde mit 96 %igem Ethanol (85 %) in ein Reagenzglas eingewogen und
geschiittelt, bis es vollstindig gelost war. AuBerdem wurden EV-086K (5 %) und Transcutol® P (5 %) in ein
separates Braunglasgefdl eingewogen und geschiittelt, bis eine klare Losung entstand. Anschliefend wurde
das Polymer-Ethanolgemisch zu dem Wirkstoff-Transcutol® P-Gemisch hinzugefiigt und geschiittelt, bis ein
klarer, leicht-brdunlich gefdrbter Nagellack erhalten wurde.

I-b) EV-086K-haltiges Hydrogel

Hydroxyethylcellulose (1 %, Tylose H 30.000 P2 PHA) wurde mit gereinigtem Wasser (87,5 %) gemischt und
konnte dann iiber Nacht im Kiihlschrank quellen. In die fertige Grundlage wurden anschlieBend 85 %iges
Glycerol (1,5 %) und der Wirkstoff (10 %) eingearbeitet.

I-c) EV-086K-haltige Mikroemulsion

Zundchst wurde EV-086K in ein Braunglasgefdll eingewogen und in einem Wasser-Propylenglykol-Gemisch
(1:2, m/m) geldst. Dann wurde das Emulgatorgemisch (Tagat® O2 V:Synperonic™ PE/L 101, 2:3, m/m)
hinzugefiigt und schlieBlich die Olkomponente Pelemol® BIP eingearbeitet. Eine klare, braunlich gefirbte ME
wurde erhalten.

I-d) EV-086K-haltige Lsung der Firma Evolva

EV-086K (5,7 %) wurde in einem Gemisch aus Ethanol (30 %) und Wasser (63,75 %) gelost. Transcutol® P
(5 %), Citronensdure (0,05 %), Natriumdihydrogenphosphat (0,05 %), Butylhydroxytoluol (0,1 %) und EDTA
(0,1 %) wurden ebenfalls in die Losung eingearbeitet.

II) ANDERE FORMULIERUNGEN

II-a) MTX-haltige Mikroemulsionen bzw. Mikroemulsionssysteme ohne Wirkstoff
Die Herstellung der Mikroemulsionen erfolgte in einem Jodzahlkolben mit Schiiff oder in Schnappdeckelglds-
chen. Jedoch wurden die beiden verwendeten Systeme auf unterschiedliche Weise hergestelit:

ME-L1695-O/W-(MIX):

Zunidchst wurden der Sucroseester L-1695 und das Wasser eingewogen und solange geschiittelt, bis eine kla-
re Losung entstand. AnschlieBend erfolgte die Zugabe des Pentylenglykols und des zweiten Emulgators Lau-
roglycol™ 90. Erst zum Schluss wurde die Olphase (IPM) eingearbeitet und die Mischung vorsichtig
geschiittelt. Das MTX-Na konnte im Anschluss in der ME geldst werden. Bei Verwendung der Saureform
wurde statt Wasser ein Citrat-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine pH 7 verwendet.

ME-L595-W/O(MTX):

Als erstes wurde der Sucroseester L-595 zerkleinert und eingewogen. Die 6lige Komponente (IPP) und der
Emulgator Tego® Care PL4 wurden hinzugefiigt. Das GefiR wurde verschlossen, mit Parafilm versiegelt und
fiir ca. 3 bis 5 h in ein Wasserbad bei ca. 60 bis 70 °C gestellt, bis der Sucroseester vollstdndig geschmolzen
war. Die Zeit variierte je nach Gehalt des Sucroseesters. In die abgekiihlte Mischung konnte dann die hydro-
phile Phase, bestehend aus Wasser und Pentylenglykol in einem Verhdltnis von 1:2, eingearbeitet werden.
Aufgrund des geringen Wassergehaltes konnte nur das MTX-Na in die Wasserphase eingearbeitet werden.
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1I-b) MTX-haltige Basiscreme DAC

Die Basiscreme wurde gemdl der Vorschrift des DACs (Stand 2013) hergestellt. Der Wirkstoff MTX wurde
anteilig mit der Basiscreme in einer Fantaschale zu einer homogenen Creme mit einem Wirkstoffgehalt von
0,5 % verrieben. 100 g Basiscreme DAC setzen sich zusammen aus 4 g Glycerolmonostearat 60, 6 g Cetylal-
kohol, 7,5 g MCT, 25,5 g weiles Vaselin, 7,0 g Macrogol-20-Glycerolmonostearat, 10 g Propylenglykol und
40 g Wasser.

II-c) Hydrogel (Rextop®)

Das aus Indien stammende Fertigarzneimittel der Firma Systopic Laboratories Ldt. (India) setzt sich aus
0,25 % MTX und einer 1 %igen Hydroxyethylcellulose-Grundlage zusammen [221, 232]. Rextop® wurde oh-
ne weitere Verarbeitung verwendet.

1I-d) MTX-BAC-haltiges Hydrogel

Das Hydrogel enthdlt MTX und BAC in einem Stoffmengenverhéltnis von 1:10 (mol/mol). Dies entspricht
einer Konzentration von 0,5 % MTX und 3,12 % BAC. Die beiden Stoffe mussten getrennt eingewogen und
die resultierenden Pufferlésungen konnten erst nach Ldsen des jeweiligen Stoffes und unter erneuter Einstel-
lung des pH-Wertes auf 7 unter vorsichtigem Riihren vereinigt werden (Abb. 53). Durch den Verlust beim
Umfiillen der MTX-Losung in die BAC-Lésung wurde ein Uberschuss von 20 % verwendet. Zu dem erhalte-
nen MTX-BAC-Gemisch (78,5 %) wurde nun das Propylenglykol (20 %) hinzugetropft und unter starkem
Riihren die Hydroxyethylcellulose (1,5 %, Natrosol™ 250 HHX PHARM (HH= ultra-high M, X=fine grind
particle size, Pharmaceutical quality) eingearbeitet. Das erhaltene Hydrogel wurde {iber Nacht zum Quellen
im Kiihlschrank gelagert.

E—___E—___a 1. 2.
q
Hydraxyethylcellulose
®
«—p

15
MTX je 30,25 %
(0,5 %ig) pH =7 +
e D
(3,12 %ig)
""-—-:@__—E/ Propylen-
glykol
3. 20%
—p
MTX+BAC
{1:10)
Hydrogel
S—

Abb. 53: Schematische Darstellung der Herstellung des MTX-BAC-haltigen Hydrogels

Alle wirkstoffhaltigen Formulierungen wurden stets im Kiihlschrank und unter Lichtausschluss gelagert.

6.2  Herstellung des Dinatriumsalzes von MTX

Um die Loslichkeit von MTX zu verbessern, wurden 10 g Arzneistoff in ca. 150 ml Ethanol geldst und mit
440 ml 0,1 N Natriumhydroxid-Losung umgesalzen. Anschliefend wurde die Losung am Rotationsverdamp-
fer eingeengt und mit Phosphorpentoxid getrocknet.
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6.3  Wirkstoffanalytik

6.3.1 HPLC-Methoden und deren Validierung

Fiir die untersuchten Substanzen konnten erfolgreiche HPLC-Methoden entwickelt und validiert werden. Die
Quantifizierung der meisten Proben erfolgte mit der HPLC-Anlage Waters Delta (Waters GmbH, Eschborn,
Deutschland), bestehend aus Water Controller 600 Pumpe, Waters 717plus Autosampler, Waters Ofen und
Waters 2996 Photodiodenarraydetektor, mit folgenden Parametern:

Tab. 32: Parameter der HPLC-Analytik fiir die Quantifizierung von EV-086K, MTX und BAC bzw. BDAC

Parameter EV-086K MTX BAC bzw. BDAC
Siule X-Terra C-18 Eurospher C-18 EC-150/4 Nucleodur Hilic,
150 - 3,9 mm Waters 250 - 4,6 mm Knauer 5 um Macherey-Nagel
mobile Phase ACN/H20/FA ACN/H20/FA ACN/H20/Ammoniumacetat
65/35/0,1 % (V/V) 15/85/0,1 % (V/V) 80 %/20 %/30 mM (V/V)
Flow (ml-min”) 1 1 1,5
Temperatur (°C) 30 40 40
Injektionsvolumen (i) 10 10 20
UV-Detektion (nm) 251 nm 304 nm 262 nm
Software MassLynx V4.0 SP4 software (Micromass Ltd., Manchester, England)
LoD (ug:ml’) 0,05 0,06 10
LoQ (ug-ml’) 0,1 0,1 20
r (MW=+SD, n=10) 0,9999 + 0,0002 0,9998 + 0,0003 > 0,999
Linearer Bereich (ug-mt’) 1-100 0,2 -100
80 pg/ml: 0,4 50 pg/mi: 0,20
Messprézision 10 pg/ml: 0,7 5 pg/ml: 2,37
(RSD in %) 4 pg/ml: 2,0 0,5 ug/ml: 1,37
1 ug/ml: 1,8 0,1 ug/ml: 3,98
80 pg/ml: 1,6 50 pg/mil: 4,56
Methodenprazision 10 ug/ml: 2,2 5 pg/ml: 4,68
(RSD in %) 4 pg/ml: 2,9 0,5 ug/ml: 7,57
1 ug/ml: 6,3 0,1 ug/ml: 13,2
80 pg/ml: 97 50 pg/ml: 97,2
Richtigkeit in der Serie 10 ug/ml: 101 5 pg/ml: 99,7
(WFR in %) 4 pg/mil: 101 0,5 ug/ml: 98,2
1 pg/ml: 99 0,1 ug/ml: 90,0
80 pg/ml: 98 50 pg/mi: 98,6
Richtigkeit zwi. den Serien 10 ug/ml: 101 5 pg/ml: 98,9
(WFR in %) 4ng/ml: 99 0,5 ug/ml: 89,4
1 ug/ml: 104 0,1 ug/ml: 72,1

Die Quantifizierung der Proben aus den ex vivo Studien wurde mit Hilfe einer HPLC-Anlage HP 1100 (Agi-
lent, Waldbronn, Deutschland), bestehend aus Vakuumentgaser, Autosampler, bindrer Pumpe, Diodenarray-
Detektor und Sdulenofen, mit den nachfolgend aufgelisteten Parametern durchgefiihrt:

Tab. 33: Parameter der HPLC-Analytik fiir die Quantifizierung mittels Agilent-Anlagen

Parameter EV-086K MTX-I & Soluphor® P MTX-II
HPLC-Anlage HP 1100 Agilent HP 1100 Agilent 1220 Infinity LC
Siule Eurospher C-18 100-5 Eurospher C-18 100-5 Eurospher C-18 100-5
100-2 mm Knauer 250-4,6 mm Knauer 100-2 mm Knauer
mobile Phase ACN/H20/FA ACN/H20/FA ACN/H20/FA
65/35/0,1 % (V/V) 20/80/0,5 % (V/V) 15/85/0,2 % (V/V)
Flow (mi-min’) 0,4 1,0 0,4
Temperatur (°C) 40 40 30
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Parameter EV-086K MTX-I & Soluphor® P MTX-II
Injektionsvolumen (1) 5 5 5
UV-Detektion (nm) 251 304 / 217 304
Software ChemStation (Agilent, Waldbronn, Deutschland)
LoD (ug-ml’) 0,02 0,04
LoQ (ug-ml’) 0,04 0,06
1 (MW=SD, n=3) 0,9995 + 0,0003 0,9995 + 0,0006
Linearer Bereich (ug-ml’) 0,04 - 100 0,04 - 100
1 ug/ml: 0,7 50 pg/ml: 0,33
Messprézision 0,4 ug/ml: 2,0 5 pg/ml: 0,37
(RSD in %) 0,1 ug/ml: 3,3 0,5 pg/ml: 0,61
0,04 pg/ml: 3,2 0,1 pg/ml: 7,51
1 ug/ml: 0,7 50 pg/ml: 12,9
Methodenprazision 0,4 ug/ml: 1,2 5 pg/ml: 13,7
(RSD in %) 0,1 ug/ml: 1,4 0,5 ug/ml: 17,4
0,04 pg/ml: 13,7 0,1 ug/ml: 17,8
1 ug/ml: 101 50 ug/ml: 98
Richtigkeit in der Serie 0,4 ug/mil: 101 5 pg/mil: 101
(WFR in %) 0,1 ug/ml: 113 0,5 ug/ml: 98
0,04 pg/ml: 91 0,1 ug/ml: 107
1 ug/ml: 101 50 pg/ml: 96
Richtigkeit zwi., den Serien 0,4 ug/ml: 101 5ug/ml: 99
(WFR in %) 0,1 ug/ml: 85 0,5 ug/ml: 106
0,04 pg/ml: 114 0,1 ug/ml: 102

Vor jedem Experiment wurden Eichwerte vermessen, um die bestehende Kalibrierung zu bestdtigen. Im Falle
einer Abweichung wurde eine neue Kalibrierung erstellt und vermessen. Die Validierungsparameter in Tab.
32 und Tab. 33 wurden wie folgt berechnet (nach EMEA-Richtlinie) [301]:

Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze:

Die Nachweisgrenze (LoD) entspricht der kleinsten nachweisbaren Menge und die Bestimmungsgrenze
(LoQ) entspricht der kleinsten quantifizierbaren Menge. Fiir die Ermittlung der LoD wird ein Signal/Rausch-
Verhiéltnis von 1:3, fiir LoQ von 1:10, angenommen [302].

Linearitét:

Die Linearitét ist die Fahigkeit einer Methode, innerhalb eines Konzentrationsbereiches Ergebnisse zu liefern,
die der Analytkonzentration direkt proportional sind und kann durch eine Kalibrierfunktion (Gerade) be-
schrieben werden. Ein Korrelationskoeffizient rvon groer 0,999 gilt als akzeptabel. Jedoch sollte zusétzlich
der Responsefaktor R. berechnet werden, da dieser ein strenges Linearitdtskriterium darstellt [302]. Hierfiir
wurden sechs verschiedene Kalibriergeraden je dreimal vermessen. Der Responsefaktor wurde anschlieRend
mit dem Quotient aus Signal (Peakfldche) und Konzentration berechnet, gegen die Konzentration aufgetragen
und sollte innerhalb einer 5 % Grenze konstant sein [302].

Prézision:

Die Messprazision ist ein Mal fiir die Schwankungen, die durch das Gerit selbst verursacht werden (Prdzisi-
on innerhalb der Serie). Dafiir werden vier verschiedene Proben mindestens fiinffach vermessen: eine Probe
mit einer hohen, einer mittleren, einer niedrigen Konzentration und eine an der Bestimmungsgrenze (LoQ).
Aus den Peakflachen kann der Variationskoeffizient (RSD) ermittelt werden.

Die Methodenprazision ist ein Mal fiir die Schwankungen, die durch Probenahme, Wiegen, Probenvorberei-
tung, Filtration, Messung und Auswertung verursacht werden (Prdzision zwischen den Serien). Hierfiir wur-
den ebenfalls vier Proben mit einer hohen, einer mittleren, einer niedrigen Konzentration und an der
Bestimmungsgrenze (LoQ) jeweils dreimal hergestellt und an mindestens zwei verschiedenen Tagen vermes-
sen und der Variationskoeffizient bestimmt [301, 302]. Die RSD sollte héchstens 15 % betragen, fiir die Kon-
zentration am LoQ maximal 20 %. In Tab. 32 und Tab. 33 sind stets die hochsten Werte angegeben. Alle
Werte liegen innerhalb der Grenzen.
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Richtigkeit:

Die Richtigkeit ist ein MaR fiir die Ubereinstimmung zwischen dem ermittelten Wert und dem richtigen
Wert, dem Sollwert (ausgedriickt in Prozent) [302]. Die Proben wurden analog der Prézision vermessen. Die
ermittelte Konzentration darf nicht mehr als 15 % vom Sollwert abweichen bzw. an der LoQ nicht mehr als
20 %. In Tab. 32 und Tab. 33 sind die Wiederfindungsraten (WFR) in % angegeben.

6.3.2 CZE-Methoden

Zur Quantifizierung der Proben aus der Bestimmung der CMC von EV-086K und des IEP von MTX wurde
die CZE-Methode nach Mrestani et al. 126, 303] verwendet.

Die Messungen wurden mit eilnem BECKMAN COULTER P/ACE™ MDQ Molecular Characterization Sys-
tem (Beckman Coulter, Krefeld, D) mit anschlieBender UV-Detektion durchgefiihrt. Fiir die Datenauswertung
und -erfassung sowie die Instrumentenkontrolle diente die 32 Karat Software Version 5.0 (Beckman Coulter,
Fullerton, Californien, USA) und die Software Origin Lab 7.5 (OriginLab, Northampton, UK). Die verwendete
Quarzglaskapillare (Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, D) hatte eine Gesamtlinge von 40,5 cm
und einen Innendurchmesser von 50 um. Die Linge zum Detektor betrug 31 cm. Die Kapillare wurde vor
der ersten Verwendung fiir 10 min mit 1,0 M NaOH bei einem Druck von 20 psi gewaschen. Anschliefend
wurde diese fiir weitere 10 min bei gleichem Druck mit Wasser gespilt.

Vor jeder Messung bzw. Injektion wurde die Kapillare mit 0,1 N NaOH fiir 5 min, mit destilliertem Wasser
fir 2 min und mit der entsprechenden Pufferlosung fiir 3 min gesptilt. Die Temperatur wurde konstant auf
25 °C gehalten. DMSO 0,1 % wurde fiir die Messung des EOFs verwendet. Die Probeninjektion erfolgte bei
einem Druck von 1 psi fiir 10 sec (hydrodynamischer Injektion). EV-086K konnte bei einem pH-Wert von 11
erfolgreich detektiert und quantifiziert werden (LoD = 1,5 ug-ml! und LoQ = 2,5 pg'ml'). Um die CMC zu
ermitteln, wurde eine Spannung von 20kV angelegt.

Fiir die Messung des [EPs von MTX wurde eine Spannung von 30 kV verwendet. Es war keine Bestimmung
von LoD und LoQ erforderlich, da in diesem Fall nur die elektrophoretische Mobilitdt von MTX im Bezug
zum EOF ermittelt wurde.

6.3.3  FTIR-ATR-spektroskopische Diffusionsexperimente

Die Diffusionsexperimente von EV-086K an bovinen und equinen Hufmembranen wurden mit einer Teflon-
diffusionszelle gekoppelt an FTIR-ATR-Spektroskopie unter Verwendung folgender Gerdte und Parameter
durchgefiihrt:

Tab. 34: Parameter der FTIR-ATR-Analytik fiir die Quantifizierung von EV-086K

Parameter Pferdehufmembran Rinderhufmembran
Spektrometer I.F 528 . Vgrtex 70.
(Bruker optics, Ettlingen, D) (Bruker optics, Ettlingen, D)

ATR Horizontale ATR Einheit (Thermo Spectra Tech, Shelton, CT, USA)
Kristall Zinkselenidkristall (Fresnel-Typ, Durchmesser 20 mm, Einfallswinkel 45°)
Detektor DTGS
Software OPUS 5.5 (Bruker optics, Ettlingen, D)
Aufnahme der Spektren: ~ Anzahl Proben- und Hintergrundscans: 32

Aufldsung: 2 cm!

Akquisitionsmodus: doppelseitig, vorwarts-riickwarts

Phasenauflosung: 16

Phasen-Korrelationsmodus: Mertz

Zerofilling Faktor: 2

Apodisationsfunktion: Blackman-Harris 3-Term
Temperatur konstant 32 °C
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Vor jedem Experiment wurde ein Hintergrundspektrum des ATR-Kristalls mit aufgeschraubter und geschlos-
sener Diffusionszelle aufgenommen. Diese Spektren dienten bei der Probenmessung fiir die Berechnung der
Transmissions- bzw. Absorptionsspektren. Ebenfalls wurde der Probenraum kontinuierlich mit trockener,
COj-armer Luft gespiilt, um Stérungen durch Wasser(dampf) und CO, zu vermeiden. Mit Hilfe der Funktion
satmosphéarische Kompensation der o.g. Software wurden zusdtzlich stérende Wasser- oder CO,-Banden aus
dem Spektrum, vor der eigentlichen Datenanalyse, entfernt. Ebenfalls wurden fiir alle Spektren eine Grundli-
nienkorrektur und eine Offset-Normierung im Bereich 1605 bis 1615 cm” durchgefiihrt (OPUS 5.5). Alle
Experimente wurden mindestens zweimal durchgefiihrt.

Versuchsaufbau
Der Aufbau und die einzelnen Bestandteile der Diffusionszelle sind in Abb. 54 dargestellt (mechanische
Werkstatt, Institut fir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D).

= ginzelne Bestandteile der Diffusionszelle
= Akzeptorkompartiment gefiillt mit Akzeptormedium
und ATR-Kristall

| ‘ / l | C = Akeptorkompartiment mit Membran
Y | & D= .meptofkompnmiment gemt mit -m‘i’ptormedium,

Membran

A
B

Membran, ATR-Kristall und Donatorkompartiment
\ ATR-Kristall E = Diffusionszelle mit Verschlusskappe und
Dichtungsschraube.

Abb. 54: Aufbau der Teflon-ATR-Diffusionszelle

Der Akzeptor wurde mit D,O befiillt (Volumen: 50 pl) und bedeckt einen Teil des ZnSe-ATR-Kristalls. Die
Probenahme erfolgt bei einer Tiefe von 1 bis 2 um. Die Diffusionsfliche betrdgt 0,0962 cm?. Auf den Akzep-
tor wurden die Hufschnitte gelegt. In dem dar{iber angebrachten Donator wurden die Formulierungen im
Uberschuss (ca. 500 pl) eingefiillt. Der Donator konnte mit einem dicht schlieRenden Deckel verschlossen
werden. Ebenso wurde in den Deckel ein D,0O-getrankter Wattebausch gegeben, um ein Austrocknen der
Formulierung zu vermeiden.

Tierische Membranen

Das Pferdehufmaterial wurde von einem neun Jahre alten Wallach erhalten. Fiir die Membranpréparation
wurde der Vorderbereich des Hufes (Wall) verwendet, da diese anatomisch dem menschlichen Nagel dhnelt.
Das Rinderhufmaterial wurde aus dem Schuh einer zwei Jahre alten Kuh erhalten. Das vollhydratisierte Huf-
material wurde in diinne Membranen mit einer Schichtdicke von 60 bis 150 pm parallel zur Oberflache unter
Anwendung eines rotierenden Mikrotoms (HM 355 Universal, MICROM Laborgerdte GmbH, Walldorf, D)
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nach der Methode von MERTIN UND LIPPOLD geschnitten [18]. Die erhaltenen Membranen wurden nun ge-
trocknet und bei 8 °C im Kiihlschrank bis zur Verwendung gelagert.

Vor jedem Experiment wurden die Membranen mit einem Stopfenbohrer auf die passende GroBe ausgestanzt
und in D,O fiir eine bestimmte Zeit hydratisiert: die Pferdehufmembranen fiir ca. 24 h bzw. die Rinderhuf-
membranen fiir ca. 3 h. Die Schichtdicke der vollstdndig hydratisierten Membranen wurde vor dem Einbau
in die Diffusionszelle mit einem Messtaster (MT-25B, Heidenhain, D) zehnfach bestimmt.

Quantifizierung von EV-086K

Ein spezifischer Peak fiir EV-086K konnte in einem Wellenzahlbereich von 1547 bis 1563 cm™ detektiert
werden (Abb. 17). Um eine Uberlagerung durch die spezifische Bande von Wasser (1650 cm™) auszuschlie-
Ben, wurde statt Wasser in allen Formulierungen D,O verwendet. Alle anderen Bestandteile in den verwen-
deten Formulierungen zeigten keine Banden in diesem Wellenzahlbereich. Zur Quantifizierung wurde die
Intensitdtszunahme der substanzspezifischen IR-Bande von EV-086K herangezogen.

Kalibrierung

Durch die Verwendung der Diffusionszelle konnte eine Korrelation zwischen der Peakhthe von EV-086K
(Bandenintensitdt) und dessen Konzentration im Akzeptor hergestellt werden. Da verschiedene Bestandteile
der Formulierungen ebenfalls in den Akzeptor diffundieren kénnen, wurde fiir jede Formulierung eine separa-
te Kalibrierung erstellt. Dafiir wurden jeweils verschiedene Konzentrationsreihen im Bereich von 0 bis 5 %
bzw. 10 % (m/V) hergestellt. Jede Probe wurde dreimal in den Akzeptor eingefiillt und jeweils flinfmal ver-
messen.

Somit wurde fiir jede Formulierung eine separate Kalibrierfunktion erhalten. Die dazugehorigen Korrelations-
koeffizienten lagen in einem akzeptablen Bereich von 0,9856 bis 0,9996. LoD und LoQ (Tab. 35: LoD und
LoQ Parameter) wurden nach DIN 32645 unter Verwendung der Daten aus den Kalibrierungen und deren
Vertrauensbereichen (Irrtumswahrscheinlichkeit 5 %) mit Hilfe der Software DINTEST ermittelt (Institut fiir
forensische Medizin, Heidelberg, D).

Tab. 35: LoD und LoQ Parameter
Formulierung LoD [mg/ml] LoQ [mg/ml]

NL 3,71 11,08
HG 2,69 0,28

S 1,85 6,43
ME 2,53 8,02

Auswertung der Diffusionskurven
Der Diffusionskoeffizient D (cm?/s) wurde nach Gleichung (4) berechnet [304].

D=hn?/(6t,) Gleichung (4)
h Dicke der Membran
lug Zeit bis eine Konzentration im Akzeptor gemessen werden kann, > LoD

Um die unterschiedlichen EV-086K-Konzentrationen in den Formulierungen zu beriicksichtigen, wurde zu-
sdtzlich der Permeationskoeffizient P (cm/min) nach Gleichung (5) berechnet.

P=Q/(c;- A (ttag)) Gleichung (5)

Q/(tt,)  Fux]
A Diftusionsfliche (cm?)
Co Anfangskonzentration in der Formulierung

Der Flux /wurde aus dem Anstieg der Geraden (penetrierte Menge Qin pg/cm? gegen die Zeit £in min) er-
mittelt.
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6.4  Bestimmung physikochemischer Parameter
6.4.1  Sittigungsldslichkeiten

Fiir die Bestimmung der Sdttigungsloslichkeiten von MTX (Salz- und Saureform) sowie von EV-086K wurde
ein Uberschuss des jeweiligen Arzneistoffes in 0,2 bis 1,5 ml des jeweiligen Mediums gegeben, bis sich ein
Bodensatz bildete. Die Proben wurden {iber Nacht bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss geschiit-
telt. Nach anschlieBender Zentrifugation oder Filtration (0,45 um Porengréle, Rotilabo Nylon-Syringe Filter,
Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D) wurden die gesdttigten Losungen entsprechend verd{innt und quan-
tifiziert (siehe Kapitel 6.3.1). Drei Probenansdtze wurden hergestellt und jeder Ansatz dreimal verd{innt.

6.4.2  Verteilungskoeffizient

a) Schiittelmethode:

Die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von MTX (Salz- und Sdureform) sowie von MTX in Gegenwart
von BAC bzw. BDAC wurde mit Hilfe der klassischen Schiittelmethode unter Anwendung des n-Octanol-
Puffer-Systems durchgefiihrt. Zundchst wurden die gewiinschten Pufferlésungen hergestellt (pH 4, 5, 6, 7,
7,4 und 9) und gleiche Volumina (je 100 ml) Puffer und Octanol zusammengefiigt und 24 h geschiittelt.
Hierbei wurden Citratpuffer, Phosphatpuffer, Boratpuffer und Citronensdure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine
verwendet. Die gegenseitig gesdttigten Losungen wurden anschlieBend mit einem Scheidetrichter getrennt.
MTX wurde nahe der Sittigungskonzentration des jeweiligen pH-Wertes in ein Reagenzglas eingewogen und
die Pufferlosung hinzugegeben. Dann wurde das gleiche Volumen an puffergesdttigtem Octanol hinzupipet-
tiert. Die Proben wurden fiir 24 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss gertittelt. AnschlieBfend wurden
die MTX-Konzentrationen in beiden Phasen nach entsprechender Verdiinnung mittels HPLC quantifiziert.

Fiir die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von MTX in Gegenwart der Gegenionen BAC bzw. BDAC
wurde MTX in 10 ml Citronensdure-Phosphat-Puffer separat eingewogen. BAC bzw. BDAC wurden ebenfalls
in 10 ml Pufferlésung eingewogen. Es wurden verschiedene dquimolare Verhdltnisse von 1:2, 1:6 und 1:10
flir MTX:BAC/BDAC untersucht. Der pH-Wert der Losungen wurde nach der Einwaage der jeweiligen Sub-
stanz {iberpriift und mit 0,1 N NaOH gegebenfalls korrigiert. AnschlieBend wurde die MTX-Losung unter ste-
tigem Riihren mit einem Magnetrithrer langsam zur BAC-Losung hinzugetropft. Klare gelbe Losungen
wurden erhalten. Jeweils 3 ml des Gemisches wurden in eine Glasampulle {iberfiihrt und mit 3 ml pufferge-
sdttigter Octanollosung ergdnzt. Die Glasampullen wurden mit einem Bunsenbrenner verschmolzen und in
ein mit einem Wasserbad-temperierten Riittler bei 32 °C unter Lichtauschluss {iber 24 h gerfittelt. Anschlie-
Rend wurden die beiden Phasen entsprechend verdiinnt und MTX sowie BAC/BDAC vermessen. Es wurden
je drei Probenansétze hergestellt und jede Phase wurde dreimal verdiinnt. Da bei der pH-Wert-Korrektur
teilweise hohe Volumina (bis zu 5 ml) verwendet wurden, wurde die Ausgangsldsung ebenfalls vermessen,
um anschlieBend die Wiederfindungsrate iiberpriifen zu konnen. Fiir die Kalibrierung der HPLC-Methode
wurde das entsprechende Gegenion im Verhdltnis 1:1 zur Stammldsung hinzugegeben.

b) HPLC-Methode:

Fiir die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von EV-086K wurde die HPLC-Methode nach VALKO et al.
[129] verwendet. Um die Korrelation zwischen der Retentionszeit und dem Verteilungskoeffizienten zu erstel-
len, wurden die Retentionszeiten von sieben Verbindungen (Nitrobenzol, Toluol, Thymol, Diphenylamin,
Biphenyl, n-Butylbenzol, Thioharnstoff) mit bereits bekannten log P-Werten mit der in

Tab. 36 dargestellten HPLC-Methode ermittelt. Die Konzentration von EV-086K und der Vergleichssubstan-
zen betrug in Wasser 1 pg/ml. Die Retentionszeit von EV-086K wurde ermittelt und der Verteilungskoeffi-
zient konnte erfolgreich bestimmt werden. Es wurden vier HPLC-Liufe durchgefiihrt.
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Tab. 36: HPLC-Methode zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten von EV-086K

Parameter

HPLC-Anlage Waters Delta

Sdule X-Terra C-18 150-3,9 mm Waters
mobile Phase (isokratisch) MeOH/H20/FA 60/40/0,1 % (V/V)
Flow (ml-min”) 1

Temperatur (°C) 32

Injektionsvolumen (1) 10

6.4.3  Bestimmung der CMC von EV-086K

Fiir die Bestimmung der CMC wurde die elektrische Stromstdrke /, unter Verwendung der CZE-Methode
(siehe Kapitel 6.3.2) fiir unterschiedlich konzentrierte EV-086K-Losungen (0,9-110 pg-ml” in Boratpuffer pH-
Wert = 11 nach Raucher et al. [305]) gemessen. Die angelegte elektrische Spannung betrug 20 kV. EV-086K
wurde bei einer Wellenldnge von 246 nm detektiert.

6.4.4  Polarisationsmikroskopische Untersuchungen von EV-086K

Das Polarisationsmikroskop Axiolab Pol (Catl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D) wurde fiir mikroskopische
Untersuchungen verwendet. Mit Hilfe der Software Stream Motion 1.7 (OLYMPUS Corporation, Tokyo, Ja-
pan) und einer Olympus Kamera konnten die Bilder aufgenommen werden. Die Untersuchungen erfolgten
bei Raumtemperatur.

6.4.5  Bestimmung des I[EP von MTX

Fiir die Bestimmung des IEP mit Hilfe der CZE-Methode (siehe Kapitel 6.3.2) wurden MTX-haltige Pufferl-
sungen mit pH-Werten zwischen 2 und 8 hergestellt (Citrat- und Phosphatpuffer nach Sérensen). Die MTX-
Konzentration in den Pufferlésungen betrug 0,05 % (m/V). Es wurde eine elektrische Spannung von 30 kV
angelegt. Aus der ermittelten Migrationszeit von MTX und des EOFs konnte die elektrophoretische Mobilitit
nach Gleichung (2) (siehe Kapitel 4.2.3.3) berechnet werden.

6.5  Physikochemische Charakterisierung der Mikroemulsionen
6.5.1  Phasendreieck

Zur Ermittlung von isotropen Gebieten im Phasendreieck wurden verschiedene Mischungen aus den einzel-
nen Komponenten in 5 %-Schritten hergestellt. Diese wurden gut durchmischt und nach einem Tag, einer
Woche und nach drei Jahren begutachtet. Nur optisch klare, einphasige und niedrig viskose Mischungen
wurden als ME identifiziert und im Phasendiagramm entsprechend gekennzeichnet. Die klaren, einphasigen,
aber hoher viskosen Mischungen wurden als isotrop-viskos deklariert. Anisotrope oder 2-phasige Systeme
wurden nicht weiter charakterisiert.

6.5.2  Polarisationsmikroskopie

Um die optisch-isotropen Gebiete innerhalb des Phasendreiecks unterscheiden zu kénnen, wurden diese mit-
tels Polarisationsmikroskopie untersucht (siehe Kapitel 6.4.4).
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6.5.3 Viskositit

Die dynamische Viskositdt wurde fiir Zubereitungen verschiedener Verdiinnungsreihen in den Phasendreie-
cken bestimmt. Hierfiir wurde mit Hilfe eines Rotationsviskosimeters mit Zylindermesszelle und Doppelspalt
(Physica MCR 501 Rheometer, Anton Paar GmbH, Graz, A) die Viskositdt bei zunehmender Scherrate von
0,1 s bis 100 s' gemessen. Die Temperierung des Systems auf 25,0 + 0,2 °C erfolgte mittels Peltiersystem
(Anton Paar GmbH, Graz, A). Die Messdaten wurden mit dem Programm Physica RheoPlus 3.4 (Anton Paar
GmbH, Graz, A) erfasst und ausgewertet.

Die kinematischen Viskositdten wurden mit dem UBBELOHDE Viskosimeter (Schott AG, Mainz, D) bei einer
Raumtemperatur von 25 °C bestimmt. Es wurden verschiedene Kapillaren (Ic, Il und III) verwendet. Die ki-
nematische Viskositdt wurde aus der bestimmten Durchflusszeit der Losung errechnet. Die dynamische Vis-
kositdt konnte daraus unter Einbeziehung der Dichte kalkuliert werden. Das Volumen der Proben betrug bei
allen Methoden 15 ml.

Kinematische Viskositdt v: Dynamische Viskositdt #:
vV =k *t/mZs/ Gleichung (6) n=p *k *t[Ns/m?oder mPa’/s|]  Gleichung (7)
t = Auslautzeit p = Dichte

k = 0,1004 m?/s? fiir Kapillare Ic
6.5.4  Dichte

Die Dichte wurde durch Einsatz eines Pyknometers und einer Temperiereinheit gemessen. Die Temperatur
betrug 20 °C. Zum Erreichen der vorgegebenen Temperatur wurde Eis mit in die Temperiereinheit gegeben.

6.5.5 Konduktivitit

Die elektrische Leitfdhigkeit wurde mit dem Gerdt CyberScan CON 11 (Eutech Instruments, Europe B.V.,
Nijkerk, NL) bei Raumtemperatur ermittelt. Die Zellkonstante betrug 1,0 cm. Nach Einstellung des Gleich-
gewichtes wurde der Messwert abgelesen.

6.5.6  Dynamische Lichtstreuung

Zur Ermittlung der TeilchengréBe von Mikroemulsionen mittels DLS wurden vor jeder Messung alle Proben
mit einem Spritzenfilter filtriert (PorengréBe 0,45 pm; Rotilabo Nylon-Spritzenfilter, Carl Roth GmbH & Co.
KG Karlsruhe, D) und in zylindrische Quarzglaskiivetten (Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, D) gefiillt. Die
Proben wurden in ein Teflonbad gestellt und fiir 15 min auf 32 °C temperiert. Die Messungen wurden mit
einem Kompakt-Goniometer ALV/SP 86 (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft mbH, Langen, D) und mit einem
grilnen Nd:YAG-Laser (Coherent, Auburn, California, USA) der Wellenldnge 532 nm sowie einer Leistung
von 200 mW durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Photomultiplier-Detektors wurden die Proben in einem Winkel-
bereich von 30 bis 140 Grad vermessen. Die Intensitits-Zeit-Korrelations-Funktion wurde mit einem Digital
ALV-Korrelator (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft mbH, Langen, D) aufgezeichnet. Die minimale Messzeit des
Korrelators betrug 12,5 ns. Fiir den verwendeten CONTIN-Algorithmus wurden fiir O/W-Proben die Viskosi-
tdt und der Brechungsindex von Wasser zugrunde gelegt. Bei den W/O-Proben wurden die Daten fiir IPP
verwendet.

6.5.7  DSC-Messungen

Die DSC-Untersuchungen wurden am DSC 200 Gerit (Netzsch-Gerdtebau GmbH, Selb, D) durchgefiihrt. Die
Proben wurden exakt (maximal 10 mg) in 40-pl-Aluminiumtiegel eingewogen. Um die Verdunstung von
Wasser auszuschliefen, wurden diese hermetisch abgeschlossen. Ein leerer Aluminiumtiegel gleicher Bauart
wurde als Referenz verwendet. Zum Spiilen (10 ml-min') diente wihrend der Messung Stickstoff.
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Die Aufnahme der Thermogramme fiir das ME-L1695-System erfolgte nach folgendem Schema: Proben auf
40 °C erwidrmen, dann Abkiihlung auf -70 °C (Abkiihlrate: 10 K-min™); Proben fiir 5 min bei -70 °C belas-
sen; danach erfolgte die Aufheizphase auf 80 °C (Aufheizrate: 10 K-min'). Die Proben des ME-L595-Systems
wurden auf -60 °C abgekiihlt und auf 120 °C erwédrmt. Die Raten wurden nicht verdndert.

6.5.8 HET-CAM

Es wurden natiirlich befruchtete Hiihnereier der Rasse New Hampshire verwendet, die am Legetag durch das
Nutztierwissenschaftliche Zentrum Merbitz der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg bereitgestellt
wurden. Die Eier wurden nach dem Transport iiber acht Tage bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit in einem
Brutschrank bebriitet und dabei (auBer in den letzten 24 h) alle 12 h gewendet. Nach Ablauf der Brutzeit
wurden die Eier einzeln mikrochirurgisch unter einer Laminar Air Flow Box préapariert. Nach Durchleuchten
der Eipole mit einer lichtstarken Taschenlampe wurde ein etwa kreisrundes Loch mit einem Durchmesser
von 1,5 cm im Bereich der Luftkammer in den schwicher konvexen Ei-Pol geschnitten. Der durch die Off-
nung entstehende Staub wurde vorsichtig mit einem Gummiblasebalg von der Eihaut abgeblasen. Die Eihaut
wurde im Folgenden mit 37 °C warmer physiologischer Kochsalzldsung benetzt. Die CAM wurde durch Ent-
fernung der duBeren Eihaut freigelegt. Zur Verwendung kamen nur Eier mit einem gut ausgebildeten GefdR-
system sowie einem deutlich vitalen Embryo. Es wurden jeweils 300 ul der Testformulierung auf die CAM
von sechs Eiern appliziert.

Zur Bewertung des irritativen Potenzials einer Testformulierung wurde der Irritationsscore (IS) nach den
ICCVAM (/[nteragency Coordinating Committee on the Valigation of Alternative Methods)-Kriterien berech-
net. Dafiir wurden die Eier {iber einen Zeitraum von 5 min beobachtet und die folgenden Verdnderungen der
CAM hinsichtlich des Zeitpunktes ihres Auftretens dokumentiert:

1. Hamorrhagie (Auftreten von Blutungen)
2. Gefdllyse (Transparentwerden von Gefdlen)
3. Koagulation (Stagnieren des Blutflusses)

und in die folgende Gleichung eingesetzt:

15 =[(301 — sekH)/300]-5 + [(301 — sekL)/300]-7 + [(301 — sekK)./300]-9 Gleichung (8)
IS = Irritationsscore H = Hémorrhagie
sek = Sekunden bis zum Beginn des Ereignisses L =Lyse

K = Koagulation

Der Bewertung des IS erfolgte nach den aufgefiihrten Grenzwerten [284, 285]:

IS<0,9 kein Hinweis fiir irritatives Potential
[S<4,9 leichtes irritatives Potential
[S<8,9 mabBiges irritatives Potential
5>0 e

Nach Beendigung der Versuche wurden alle Eier im Tiefkiihlschrank bei -20 °C iiber 48 h abgetttet und an-
schlieRend hygienisch {iber den Krankenhausmidill entsorgt.

6.5.9 pH-Wert

Die pH-Wert-Messungen erfolgten unter Verwendung eines pH-Meters Typ 1120 (Mettler Toledo GmbH,
GieBen, D). Dabei kamen fiir niedrig-viskose Formulierungen eine Elektrode Knick SE 101 (Knick Elektroni-
sche Messgerdte GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) und fiir halbfeste bzw. hochviskose Formulierungen
eine Mikroelektrode In Lab Micro (Mettler Toledo GmbH, Giel3en, D) zum Einsatz.
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6.6  Wirkstoffstabilitdtsuntersuchungen

a) MTX:

Die Wirkstoffstabilitdt von MTX wurde bei unterschiedlichen pH-Werten tiberpriift. Aufgrund des breiten pH-
Bereiches wurde der Citronensdure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine (pH-Bereich 3 bis 8) verwendet. Zusitz-
lich erfolgten auch Stabilititsuntersuchungen in 0,05 N und 0,075 N NaOH-Losung, in 15 % Soluphor® P-
Losung, in wassriger Losung und in den entwickelten Formulierungen (Mikroemulsionen und Basiscreme
DAC). Aufgrund der besseren Loslichkeit wurde fiir die Lagerstabilitdit das MTX-Na in einer Konzentration
von 0,5 % eingesetzt. Die wiassrigen Losungen wurden zusdtzlich mit 20 % Pentylenglykol bezogen auf die
Wasserphase hergestellt, um einen mikrobiellen Verderb {iber den Lagerzeitraum von drei Jahren zu verhin-
dern. Von jeder Probe wurden drei Chargen hergestellt. Diese wurden jeweils viermal in Braunglasvails
(1,5 ml) abgefiillt und Luftdicht verschlossen. Alle Proben wurden im Klimaschrank unter Lichtausschluss
gelagert (relative Luftfeuchtigkeit: 60 %; Temperatur: 23 °C). Vergleichend wurden drei Chargen wissriger
MTX-Losung in WeiBglasvails unter UV-Einfluss gelagert.

Zu bestimmten Zeitpunkten wurde fiir jede Charge 100 pl Probenvolumen jeweils dreimal enthommen (n=9)
und mit 9,9 ml Methanol verdiinnt (1:100). Aufgrund der geringen Loslichkeit von MTX bei einem pH-Wert
von 5 wurden diese Proben nur 1:20 verdiinnt. Um den MTX-Gehalt in der Basiscreme und in der ME-WO-
L595 zu bestimmen, wurden 10 mg Probe in ein Reagenzglas eingewogen (exakte Menge notiert) und mit
5 ml Methanol versetzt. AnschlieRend wurden die Proben mit einem Vortexer gemischt und in ein Ultra-
schallbad fiir 15 min bei 50 °C gestellt. Nach erneutem Vortexen wurden die Proben 1 h auf einem Labor-
schiittler belassen. Die wiéssrigen Proben mit einem pH-Wert von 7,4 und 8 sowie die extrahierten Proben
aus der Basiscreme mussten abschliefend filtriert werden. Die Quantifizierung erfolgte mit der entsprechen-
den HPLC-Methode (siehe Kapitel 6.3.1).

b) EV-086K:

Die Lagerstabilitdt von EV-086K wurde in wéssriger und alkoholischer Losung {iber einen Zeitraum von drei
Monaten unter verschiedenen Lagerbedingungen untersucht. Der Gehalt der Proben betrug 1 % EV-086K
(m/m). Ebenso wurde die Stabilitdt von EV-086K in der ME untersucht. Dafiir wurden 10 % EV-086K in die
ME eingearbeitet. Alle Proben wurden in Braunglasvails abgefiillt und stets unter Lichtausschluss gelagert.
Um die Oxidationsprozesse von EV-086K zu minimieren, wurden verschiedene Antioxidantien hinzugefiigt
und deren Einfluss auf die Lagerstabilitdt bestimmt. In regelmdRigen Zeitabsténden wurden nun von jeder
Probe dreimal 10 ul Volumen entnommen und 1:200 mit Methanol verdiinnt. AnschlieBend erfolgte die EV-
086K-Quantifizierung mit der in Kapitel 6.3.1 beschriebenen HPLC-Methode.

6.7 Extraktion der Wirkstoffe

6.7.1  Extraktion der Wirkstoffe aus den Formulierungen

a) MTX:

Fiir die Ermittlung der MTX-Konzentration in den entwickelten Formulierungen wurde eine definierte Men-
ge des entsprechenden Vehikels (ca. 10 mg) in fiinf Reagenzgldser eingewogen und mit 2 ml des gewiinsch-
ten Extraktionsmediums versetzt (n=5). Anschliefend wurden die Proben auf einem Vortexmischer
geschiittelt. Der MTX-Gehalt in den Mikroemulsionen und in dem Gel konnte so problemlos ermittelt wer-
den. Fiir die MTX-Extraktion aus der Basiscreme mussten die Proben zusdtzlich fiir 15 min bei 40 °C in ein
Ultraschallbad (Bandelin Sonorex super RK 255H, Schalltec GmbH, Morfelden-Walldorf, D) und anschlielend
fir eine Stunde auf einen Laborschiittler gestellt werden. Bevor die Quantifizierung mittels HPLC-UV erfolg-
te, wurden diese Proben mit einem Spritzenfilter von triiben Bestandteilen befreit.
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b) EV-086K:

Fiir die Gehaltshestimmung von EV-086K in den Formulierungen wurden ca. 10 mg in ein Eppendorfgefd3
eingewogen und mit 1 ml Methanol verdiinnt. AnschlieBend wurden die Proben auf einem Vortexmischer
gut durchmischt und mittels der entwickelten HPLC-Methode quantifiziert. Es wurden jeweils drei Parallel-
versuche durchgefiihrt.

6.7.2 Extraktion von MTX aus Humanhaut

Fiir die Extraktion von MTX aus Vollhaut (Riickenhaut, Fettschicht wurde fast vollstdndig entfernt) wurden
ca. 5 mg MTX-haltiger Formulierung auf ca. 25 mm? grofle Hautstiicke aufgetragen. Die Proben wurden fiir
300 min bei 32 °C in einen Inkubator gegeben. Danach wurden die Proben mit 1 ml des entsprechenden
Extraktionsmediums versetzt und flir 12 h mit dem Laborschiittler unter Lichtausschluss bewegt. Ebenfalls
wurden zum Vergleich drei Hautstlicke ohne Formulierung extrahiert. Die Extrakte wurden anschliefend
zentrifugiert, filtriert (Einmalfilter: MULTOCLEAR 0,45 um PTFE 4 mm) und mittels HPLC-UV vermessen.

6.7.3  Extraktion von MTX aus Baumwolltupfern

Vor der Extraktion wurde zundchst ca. 10 mg MTX-haltiges Gel auf Baumwolltupfer (mit Holzgriff) aufgetra-
gen und in Reagenzgldser Uiberfiihrt. Zur Extraktion von MTX wurden 5 ml des jeweiligen Extraktionsmedi-
ums hinzugefiigt. AnschlieRend wurden die Proben eine Stunde lang unter Lichtschutz geschiittelt. Die
Hélfte der Proben wurde zusdtzlich fiir 10 min in ein Ultraschallbad (Bandelin Sonorex super RK 255H,
Schalltec GmbH, Morfelden-Walldorf, D) bei einer Temperatur von 40 °C gestellt. Die Quantifizierung wurde
mittels HPLC-UV durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten in vierfacher Ausfiihrung,

6.7.4  Extraktion von EV-086K aus humanem Nagelmaterial

Fiir die Extraktion von EV-086K wurden frische Abschnitte (ca. 4 bis 5 mm?) des Nagelrandes humaner Fuf-
ndgel verwendet. Diese wurden mit destilliertem Wasser und mit einem Isopropanol-befeuchteten Tupfer
kurz gereinigt. Die trockenen und gereinigten Nagelschnitte wurden vorsichtig in ein austariertes Eppendorf-
gefdB gelegt und ebenfalls gewogen. Anschliefend wurden die Formulierungen (ca. 6 mg) auf die dorsale Na-
gelplatte mit einer Eppendorf-Pipette aufgetragen. Durch Verwendung eines kleinen Filterpapierpldttchens bei
der Applikation der ME wurde sichergestellt, dass diese auf dem Nagel haften blieb. Danach wurden die Pro-
ben in Aluminiumfolie eingewickelt und fiir 24 h bei einer Temperatur von 32 + 1 °C inkubiert (Inkubator,
Spezialanfertigung, Mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D). Zur Extrakti-
on wurde Methanol und zum Vergleich ein Methanol-Wasser-Gemisch 80/20 % (V/V) verwendet. Jeweils
1 ml des entsprechenden Extraktionsmittels wurde zu den Nagelschnitten hinzugefiigt und iiber Nacht ge-
schiittelt. Nach Verdiinnung der Proben erfolgte die Quantifizierung mittels HPLC. Jeder Versuch wurde
dreimal durchgefiihrt.

6.7.5  Extraktion von MTX in Gegenwart von Gegenionen

Fiir die Identifizierung geeigneter Gegenionen wurde MTX nahe der Sdttigungskonzentration in Pufferldsun-
gen mit pH-Werten von 5, 6 und 7 eingewogen. Die Gegenionen wurden in molaren Verhdltnissen
(MTX:Gegenion) von 1:2, 1:6 und 1:10 hinzugegeben. Danach wurde mit Chloroform ausgeschiittelt. Im
Falle einer Gelbfirbung der Chloroformphase durch Ubergang von MTX in diese wurde das identifizierte Ge-
genion flir weitere Experimente verwendet.

6.8 Liberationsstudien am Mehrschichtmembranmodell

Fiir die in vitro Liberationsstudien von MTX aus den Hydrogelen unter Einfluss eines Gegenions wurde das
FURST & NEUBERT Mehrschichtmembranmodell (MSMM) verwendet [289].
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a) Modellautbau

Insgesamt wurden flir acht Parallelversuche acht Liberationszellen (mechanische Werkstatt, Institut fiir
Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg, D), wie in Abb. 55 dargestellt, eingesetzt. Jede Zelle besteht aus drei Po-
lyacrylatscheiben, einer unteren Grundscheibe und einer oberen Deckscheibe sowie einer Scheibe mit einer
4 cm? groBen Aussparung. Dazwischen befanden sich drei Dodecanol-Collodium-Membranen (DCM). Dode-
canol (im Gemisch mit 10 % Octanol) diente als Akzeptormedium, Collodium als Ger{istsubstanz. Auf die
Basisplatte wurde zusitzlich eine Nephrophan®-Folie gelegt, die zum Schutz der Polyacrylatscheiben und
zum Auffangen penetrierter Formulierung dienen sollte und gegebenenfalls extrahiert wurde.

Deckscheibe
Schablone mit
Applikationsflache (4 cm?)

Membranen

Grundplatte

Abb. 55: Aufbau einer Liberationszelle des MSMM nach FORST und NEUBERT [289]

b) Herstellung der Membranen:

Es wurden 110 ml (97 g) der Membranldsung auf eine Glasplatte eines Filmziehgerdtes ausgegossen und mit
einer bei konstanter Geschwindigkeit laufenden Schiene mit einer definierten Spaltbreite (0,81 mm) gleich-
mabig verteilt. Nach Verdunstung des Losungsmittels wurden aus dem Film mit Hilfe einer Stanze die einzel-
nen Membranen ausgestochen. Diese wurden bis zur Verwendung in einem Exsikkator, separiert zwischen
Filterpapier, gelagert.

Tab. 37: Rezeptur zur Herstellung der DCM

Komponente Einwaage [g]
Dodecanol/Octanol 90/10 % (m/m) 8
Ether/Ethanol 85/15 % (m/m) zu 100

4 %ige Collodiumldsung DAC zu 200

¢) Versuchsdurchfiihrung

In die Aussparung der Schablonen wurden jeweils entsprechende Mengen der Zubereitung (etwa 10 mg) mit
Hilfe einer Kolbenpipette oder eines Salbenspatels aufgetragen. Die Zellen wurden bei 32 °C in einem Inku-
bator flir die entsprechende Versuchszeit temperiert. Um die Temperierzeiten genau einhalten zu konnen,
wurde fiir jede Zelle die Versuchszeit einzeln erfasst. Die einzelnen Zellen wurden zusétzlich in Aluminium-
folie eingewickelt, um den Arzneistoff vor UV-Licht zu schiitzen. Es wurden Inkubationszeiten zwischen 15
und 300 min angewandt. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die restliche Formulierung mit einem Tupfer
entfernt. Die Tupfer wurden in Reagenzgldser {iberfiihrt und mit 5 ml Ethanol/Wasser (80/20 %, V/V) ex-
trahiert. Die Membranen wurden mit 2 ml des Extraktionsmediums versetzt. Alle Proben wurden 60 min
unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geschiittelt. AbschlieBend wurden die Membranen bzw. Tupfer
entfernt, die Losungen zentrifugiert und mittels HPLC-UV quantifiziert. Somit konnte fiir jede Zelle die WER
einzeln bestimmt werden.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

Fiir die Erstellung einer Kalibriergeraden wurde MTX in Methanol geldst (Stammldsung 200 pg/ml) und die-
se mit dem Ethanol-Wasser-Gemisch (80/20 %, V/V) auf die gewiinschten Konzentrationen verdiinnt. Der
Zusatz einer DCM hatte keinen Einfluss auf die Quantifizierungsmethode.

6.9  Penetrationsuntersuchungen an Humanhaut

Um die ex vivo Penetration von MTX in Humanhaut untersuchen zu konnen, wurden Diffusionszellen nach
FRANZ (Crown Glass Company, Somerville, N.Y., USA) verwendet [306]. Der Aufbau ist schematisch in Abb.
56 dargestellt. Die dafiir eingesetzte Haut wurde aus Mammareduktionsplastiken verschiedener Patientinnen
gewonnen. Nach dem Waschen mit isotonischer Kochsalzldsung und der Entfernung der subkutanen Fett-
schicht wurden kreisrunde Hautst{icke mit einem Durchmesser von 2 ¢cm (A = 3,14 ¢cm?) bei -40 °C eingela-
gert. Vor Versuchsbeginn wurden die bendtigten Hautstiicke bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend
auf einem Membranfilter (Gaze) in der Diffusionszelle platziert. Dabei war die dermale Hautseite stets im
Kontakt mit dem Akzeptormedium, welches durch einen Magnetriihrer kontinuierlich geriihrt wurde. Als
Akzeptormedium diente destilliertes Wasser. Auf den Einsatz des sonst iiblichen PBS-Puffersystems (pH 7,4)
musste aufgrund analytischer Schwierigkeiten und aufgrund von Stabilitdtsproblemen seitens MTX verzichtet
werden. Die Temperatur der Diffusionszelle betrug stets 32 °C. Somit konnten anndhernd physiologische
Bedingungen geschaffen werden. Das Donatorkompartiment wurde mit Parafilm verschlossen, um Verduns-
tungsprozesse wahrend des Experimentes zu vermeiden.

Von jeder Formulierung wurden 20 + 2 mg (halbfest) bzw. 20 ul (fliissig) auf die Hautoberfliche mit einer
Kolbenpipette oder einer Eppendorf-Pipette aufgetragen und gleichméRig verteilt. Die Inkubationszeit betrug
bei allen Formulierungen 300 min. Nach der Versuchszeit wurde die restliche Formulierung mit einem
Baumwolltupfer entfernt und dieser in ein Reagenzglas {iberfiihrt. Jedes Hautstlick wurde anschlieBend in
vier gleichgrole Sektionen geteilt (A = 0,7854 cm?). Mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Jung, Heidelberg, D)
konnten bei -40 °C horizontale Schnitte angefertigt werden. Das gesamte Probenschema ist in Tab. 38 {iber-
sichtlich zusammengefasst.

Donator-Kompartiment

halbfeste Formulierung

Haut .LZB
Filtergaze \ /

Akzeptor-Kompartiment A —

Temperiermantel _E

Magnetriihrer

Probenentnahme

——— > Abfluss

zum Wasserbad

—— € Zufluss

, vom Wasserbad

=

Abb. 56: Aufbau einer Diffusionszelle nach Franz

Die erhaltenen Schnitte wurden in EppendorfgefdRe {iberfiihrt und mit definierten Volumina an entsprechen-
dem Extraktionsmedium versetzt (Tab. 38). Die Proben wurden fiir 12 h auf dem Laborschiittler unter Licht-
ausschluss bewegt und anschliefend zentrifugiert. Der Uberstand und der Akzeptor wurden entsprechend
mit den oben genannten HPLC-Methoden quantifiziert.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

Tab. 38: Probenschema fiir die Penetrationsstudien an Humanhaut

Hautprobe Anzahl der Schnitte x Dicke des Schnittes  Extraktionsmedium und Volumen
SC 1x 10 um 300 pl MeOH/H20 (80/20 %, V/V)
EP 4 x 20 um 300 pl MeOH/H20 (80/20 %, V/V)
PR I-5 > X 40 pm 300 pl MeOH/H20 (80/20 %, V./V)
und verbleibender Stumpf H >
Nicht penetrierter Anteil Tupfer 2 ml MeOH/H20 (80/20 %, V/V)
Permeierter Anteil Akzeptormedium und Akzeptor wurde nicht verd{innt;
Gaze 2 ml MeOH/H20 (80/20 %, V/V)

6.10 Penetrationsuntersuchungen am menschlichen Nagel

Die ex vivo Penetrationsuntersuchungen wurden an exzidierten humanen Zehennédgeln durchgefiihrt. Die
gewonnenen Gewebesektionen wurden mit isotonischer Kochsalzldsung gereinigt und bis zur Verwendung
bei -20 °C gelagert. Zu Beginn des Experimentes wurde der Nagel mit einem Skalpell vom zuvor aufgetauten
Zeh entfernt. Aufgrund der geringen Verfligbarkeit und der hohen Variabilitdt von humanen Négeln wurde
fiir jede Formulierung jeweils nur ein Nagel verwendet.

Auf kleine Filterpapierpldttchen mit einem Durchmesser von 16 mm (A = 2,01 cm?) wurden jeweils 30 ul
der fliissigen Formulierungen (Mikroemulsionen oder Losungen) aufgetragen und gleichméRig verteilt. Diese
Filterpldttchen wurden auf die Oberfliche des Nagels (dulere dorsale Schicht) gelegt und verblieben dort fiir
die gesamte Versuchszeit. Nagellackformulierungen (10 ul) wurden ohne Filterpldttchen auf die Nageloberfl&-
che appliziert und fiir 3 min getrocknet. Eine Applikation mit Filterpldttchen konnte keinen Kontakt zwi-
schen Nagellack und Nagelplatte gewdhrleisten. Die untere (ventrale) Seite der Nagelplatte wurde auf einen
mit PBS-Puffer (pH 7,4) getrankten Wattebausch gelegt. Dieser fungierte als Nagelbett und verhinderte ein
Austrocknen des Nagels wéahrend des Versuches. Abb. 57 zeigt eine schematische Darstellung des experimen-
tellen Aufbaus.

Der gesamte Nagel mit der applizierten Formulierung und dem befeuchteten Wattebausch wurde zum Licht-
schutz in Aluminiumfolie eingewickelt und in einem Inkubator bei 32 °C platziert. Nach Ablauf der Ver-
suchszeit von 24 h wurden die Filterpldttchen entfernt und die restliche Formulierung mit einem Wattetupfer
vorsichtig abgewischt. Zur Entfernung des Nagellackes wurde der Wattetupfer vorher mit 60 pl destilliertem
Wasser befeuchtet.

<«——— Formulierung

<«——— Nagelplatte

®®

@ \\—Je—- Wattebausch
16 mm

Abb. 57:Schematischer Aufbau des Nagel-Penetrations-Experimentes

Alkoholische Losungsmittel hdtten zwar den Nagellack entfernt, aber moglicherweise zu einer zusitzlichen
Penetration des Wirkstoffes gefihrt oder diesen aus den oberen Nagelschichten herausgeldst.

Aus den Nagelplatten wurden nun drei Stanzbiopsien mit einem Durchmesser von 6 mm (A = 0,2827 cm?)
genommen (Kromayerstanze, Stiefel-Laboratorium, Offenbach, Deutschland). Die erhaltenen Stanzbiopsien
wurden horizontal in 40 pm dicke Sektionen unter Verwendung eines Gefriermikrotoms (Jung, Heidelberg,
D) bei -40 °C geschnitten. Die Anzahl der erhaltenen Schnitte fiir die jeweilige Formulierung und die Eintei-
lung der Proben ist in Tab. 39 dargestellt.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

Tab. 39: Probenaufbereitung fiir die Nagelpenetrationsstudien

Formulierung: ME-EV-086K Losung F11 Nagellack
Nicht penetrierter Anteil Filterpldttchen + Tupfer Filterpldttchen + Tupfer Tupfer + 60 pl Wasser
Stanzbiopsie 1

(Anzahl der Schnitte) 18 x 40 ym 21 x40 pym 21 x 40 pym
Stanzbiopsie 2

(Anzahl der Schnitte) 23 x40 ym 26 x 40 ym 26 x 40 pm
Stanzbiopsie 3

(Anzahl der Schnitte) 30 x40 ym 23 x 40 pm 29 x 40 pm
Permeierter Anteil Akzeptorfliissigkeit + Wattebausch

Mittlere  Dicke  der 947 um 933 um 1013 uym
Stanzbiopsien Mittelwert = 960 ym

dorsale Schicht 7 Schnitte a 40 pym = 280 ym

intermedidre Schicht 12 Schnitte a 40 pym = 480 um

ventrale Schicht 5 Schnitte a 40 ym = 200 pm

Die durchschnittliche Dicke aller Stanzbiopsien betrug 960 um. Entsprechend dem Verhéltnis von KOBAYASHI
et al. [6] von 3:5:2 (dorsale : intermedidre : ventrale Schicht) betrug die Dicke der dorsalen Schicht 280 um,
der intermedidren Schicht 480 pm und der ventralen Schicht 200 um. Die erhaltenen Nagelschnitte wurden
in Eppendorfgefdlen mit 200 1l Methanol extrahiert, {iber Nacht geschiittelt, anschlieBend 10 min zentrifu-
giert und der Uberstand analysiert. Die Tupfer, die Filterplittchen und die Wattebdusche wurden ebenfalls
mit Methanol {iber Nacht extrahiert. SchlieBlich erfolgte die Quantifizierung von EV-086K mit Hilfe der ent-
wickelten HPLC-Methode (siehe Kapitel 6.3.1).

6.11 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden die einfaktorielle Varianzanalyse (1-way ANOVA) und der t-Test ver-
wendet. Mit Hilfe dieser Verfahren kénnen Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen, Bedingungen
oder Stichproben herausgefunden werden. Dazu werden im Allgemeinen die Mittelwerte verwendet. Die
Varianzanalyse kann drei oder mehr Gruppen bzw. Stichproben miteinander vergleichen, der t-Test nur zwei.
Anschliefend konnten die Daten mit multiplen Vergleichstests (Post-Hoc-Tests) wie dem Dunnett’s Test
(Vergleich zu einer Kontrolle) und dem Tukey’s Test (Paarweiser Vergleich der Mittelwerte) ausgewertet
werden (Software: inerSTAT-a 1.3, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Mexiko City, Mexiko).
Unterschiede wurden bei p<0,0! bzw. p<0,05 als signifikant gewertet.
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7.1 Verwendete Substanzen

Acetonitril (HPLC Gradient Grade)
Ameisensiure (Formic acid, FA)

Ammoniumacetat

BAC

BDAC Hydrat
Butylhydroxytoluol
Capryol™ 90
Caprylylglykol

Cetiol®B / LC / OE
Cetylalkohol

Chloroform
Citronenséure
Collodium-4%-L6sung DAC
Deuterium oxid 99.8 At-%
DMSO

Dodecanol

Ethanol 96 %

Eudragit® E 100 (Ph.Eur.)
Eutanol G / G16
EV-086K

Glycerol 85%ig
Glycerolmonostearat 60
Hexylenglykol

IPM

IPP (Tegosoft® P)
Lauroglycol™ 90

Lutrol® E 300 & 400

Lutrol® F127 / Poloxamer 407
Macrogol-20-glycerolmonostearat
Methanol (HPLC Gradient Grade)

Methotrexat (Sdure)
Miglyol 812
Natrium-EDTA

Natrosol™ 250 HHX PHARM

1-Octanol
Pelemol® BIP

J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, NL
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze, D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze, D
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze, D
Caelo, Hilden, D

Gattefossé, Saint-Priest , Lyon, FR

Dr. Straetmans GmbH, Hamburg, D
Cognis, Monheim, D (seit 2011 BASF)
Croda GmbH, Nettetal, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Caelo, Hilden, D

ARMAR Chemicals GmbH, Leipzig, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Evonik Industries AG, Essen, D

Cognis, Monheim, D (seit 2011 BASF)
Evolva Holding SA, Reinach, CH

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Caelo, Hilden, D

Symrise AG, Holzminden, D

Caelo, Hilden, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Gattefossé, Saint-Priest , Lyon, FR

BASF SE, Ludwigshafen, D

BASF SE, Ludwigshafen, D

Caelo, Hilden, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Excella GmbH, Feucht, D

Fagron GmbH & Co. KG, Barsbiittel, D
Caelo, Hilden, D

Ashland, Convington, USA

Griissing GmbH, Filsum, D

Phoenix Chemical, Inc., Somerville, New Jersey, USA
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Pentylenglykol

Propylenglykol

Puffersubstanzen

Ryoto Sucroseester L-595

Ryoto Sucroseester L-1695

Soluphor® P

Synperonic™ PE/L 101 Poloxamer 331
Tagat® O2 V (PEG-20 Glyceryl Oleate)
Tinogard® TT

Tinogard® TL

Transcutol® P (Ph.Eur.)

Tylose® H 30.000 P2 PHA

Tego® Care PL4

Tegosoft® CI / DEC

Varonic® APM

Weilles Vaselin

(destilliertes) Wasser

BASF SE, Ludwigshafen, D

BASF SE, Ludwigshafen, D

Merck, Darmstadt, D

Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation, Tokyo, ]
Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation, Tokyo, ]
BASF SE, Ludwigshafen, D

Croda International Plc, East Yorkshire, UK
Evonik Industries AG, Essen, D

BASF ChemTrade GmbH, 91593 Burgbernheim, D
BASF ChemTrade GmbH, 91593 Burgbernheim, D
Gattefossé, Saint-Priest , Lyon, FR

SE Tylose GmbH & Co. KG, Wiesbaden, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Evonik Industries AG, Essen, D

Bombastus, Freital, D

Hausleitung, Institut fiir Pharmazie, Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg, Halle (Saale), D

7.2  Verwendete Gerite (allgemein)

Analysenwaage AG 204 Delta Range

Inkubator & Ampullenriittler

Laborschiittler

Vortexer IKA Genius

Zentrifuge |

Zentrifuge I

Mettler Toleda GmbH, Gieen, D

Spezialanfertigungen, Mechanische Werkstatt, Institut fiir Pharma-
zie, MLU Halle-Wittenberg, Halle, D

Schiittler GFL 3006, GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, D

IKA Werke GmbH und Co. KG, Staufen, D

VWR-Zentrifuge 1814, VWR International GmbH, Darmstadt, D

MLW T 52.1, Zentrifugenbau Engelsdorf, D
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7.3  Penetrationsverhalten optimierter EV-086K-Formulierungen

7.3.1 Formulierungsentwicklung

a) Inkorporation der ME-EV-086K in einen Nagellack (ME-NL):

Es sollte versucht werden, die ME-EV-086K in einen Nagellack einzuarbeiten. Die Idee war hierbei, dass
nach Verdunstung des Losungsmittels ein Polymergeriist mit der ME in den Zwischenrdumen zuriickbleibt.
Dies konnte zu einer besseren Haftung der ME auf der Nagelplatte beitragen und ebenfalls ein {iberséttigtes
System herbeifiihren. Demzufolge wurden verschiedene Polymer-Ethanol-Gemische hergestellt, verschiedene
Anteile ME hinzugegeben und der entstandene Film anschlieRend hinsichtlich seiner Eigenschaften unter-
sucht (Tab. 40). In Formulierung Nr. 3 und Formulierung Nr. 7 konnten 10 % der ME eingearbeitet werden,
ohne dass der Film klebrig wurde. Es wurden feste und gut haftende Filme erhalten, wobei Nr. 3 im Ver-
gleich zu Nr. 7 langsamer spreitete und damit zu einer besseren Verteilung auf der Nagelplatte fiihrte. Insge-
samt konnten 5 % EV-086K in Formulierung Nr. 3 inkorporiert werden. Bei weiterer Erhéhung des ME-
Anteils klebte der Film und die Formulierung wurde unbrauchbar.

Tab. 40: Bewertung der verschiedenen ME-NL-Formulierungen (+++ gut/stark, ++ mittel, + schwach, - kein)

Anteil der Inhaltsstoffe (m/m) Eigenschaften
Fomuletne | mow  Eloo  MpEvosek | Dlduneelnes  HaRtumgnach i preiung
1 88% 10% 2% +++ 4+ +
2 85% 10% 5% +++ ++ + +
3 80% 10% 10% +++ +++ 4
4 70% 10% 20% ++ + o+ +
5 93% 5% 2% +++ +++ - ++
6 90% 5% 5% +++ +++ - ++
7 85% 5% 10% +++ +++ - ++
8 75% 5% 20% - - ++ ++

b) Inkorporation der ME-EV-086K in ein Hydrogel ([ME-HG):

In diesem Fall konnten zwei Varianten entwickelt werden, um eine Viskositdtserhohung der ME herbeizu-
flihren. Zundchst wurden verschiedene Gelbildner getestet. Carbomere zeigten mit EV-086K Inkompatibilitd-
ten und konnen als Gelbildner nicht verwendet werden. Das Einarbeiten von kleinen Anteilen (1 %)
verschiedener Hydroxyethylcellulosen in die hydrophile Phase der ME fiihrte immer zu Instabilitdten der kol-
loidalen Formulierung (Tr{ibung der ME). Demzufolge wurde versucht die ME in das oben genannte Hydro-
gel zu inkorporieren. Es konnte ein klares Gel mit einem ME-Anteil von 10 % und einem Wirkstoffgehalt
ebenfalls von 10 % erhalten werden (Tab. 41, ME-HG-HEC). Das Gel lésst sich leicht auf dem Nagel applizie-
ren und zieht {iberraschenderweise schnell ein.

Eine zweite Moglichkeit, die Viskositdit der ME zu erhthen, wurde in Anlehnung an eine Studie von
CHUDASAMA et al. [307] erreicht. In dieser konnte ein ME-basiertes Gel durch Zusatz von Carbopol 934,
Xanthan Gum oder Lutrol® F127 erreicht werden. Die in vitro Permeation von Itraconazol wurde ebenfalls
untersucht und die Lutrol® F127-basierte ME konnte hier die besten Resultate erzielen, da das eingesetzte
Poloxamer zusitzlich als Penetrationsenhancer fungierte. Folglich wurde die wirkstofffreie ME-EV-086K mit
10 % des Poloxamers versetzt und im Wasserbad bei 50 °C bis zur vollstindigen Losung erhitzt (Tab. 41,
ME-HG-Lutrol). Nach Abkiihlung wurde in die nun viskose, aber klare ME der Wirkstoff eingearbeitet. Die
erhaltene Formulierung liel3 sich sogar noch besser applizieren als ME-HG-HEC und der Film haftet auch sehr

gut auf der Nagelplatte.
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Tab. 41: Zusammensetzung der ME-Gele

Komponenten ME-HG-HEC ME-HG-Lutrol
ME-EV-086K 10 % 90 %
HEC (Tylose® H P2 PHA 30.000) 1%

Glycerol 98 % 1%

Wasser 79 % -
Poloxamer 407 (Lutrol® F127) - 10 %
EV-086K 9%

¢) Wasserfreie Hydrogele:

Es konnten einige wasserfreie Hydrogele entwickelt werden. Die eingesetzten Gelbildner zeigten aber stets
Inkompatibilititen mit dem Wirkstoff. Des Weiteren neigen wasserfreie Gele zu einer ausgepragten Klebrig-
keit, die eine Anwendung am Nagel erschwert. Und schlieflich sind wasserfreie Formulierungen fiir eine un-
guale Penetration hinderlich, da sie dem Nagel Wasser entziehen und somit eine Diffusion behindern.
Zusitzlich fithren sie, in den durchgefithrten FTIR-Studien, durch eine Riickdiffusion des D,O, zum Aus-
trocknen des Akzeptors.

7.3.2  In vitro Penetration von EV-086K aus den optimierten Formulierungen

Die folgenden getesteten Formulierungen wurden entwickelt, um durch Erhohung der Viskositdt (ME-HG-
HEC und ME-HG-Lutrol) oder durch Inkorporation in eine Lackformulierung (ME-NL) die Haftung der ME
auf der Nagelplatte zu optimieren. In Abb. 58 sind nun die Diffusionskurven dieser Formulierungen im Ver-
gleich zu der zuvor gezeigten ME unter Verwendung von Rinderhufmembranen dargestellt.
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Abb. 58: Links: Vergleich der Penetrationsergebnisse von EV-086K nach Applikation der ME (n=6), ME-NL (n=3), ME-HG-
HEC (n=2) und ME-HG-Lutrol (n=2) in den Akzeptor der Diffusionszelle unter Verwendung von Rinderhufmembranen bezo-
gen auf die applizierte Dosis (MW=+SD). Rechts: VergroRerter Ausschnitt der ersten 180 min des Diffusionsprozesses.

Aus den beiden Diagrammen geht eindeutig hervor, dass die Inkorporation in ein HEC-Gel oder in eine Lack-
formulierung zu einer betrdchtlichen Verminderung der Diffusion des Arzneistoffes fiihrt. Nach 3 h liegt die
Konzentration des Arzneistoffes bezogen auf die applizierte Dosis im Akzeptor unter 1 %. Die viskose ME mit
Lutrol-Zusatz konnte zwar weitaus hohere Konzentrationen erreichen als ME-NL bzw. ME-HG-HEC, aber im
Vergleich zur ME wurden geringere Penetrationsraten, mit einer ausgedehnten Verzdgerungszeit von 1,5 h,
beobachtet.
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7.4

Tab. 42: Pharmakokinetische Daten von MTX

Pharmakokinetische Daten von MTX

Prozess / . Applikations- Ergebnisse der pharmakokinetischen
Population . Ref.
Parameter form & Dosis Untersuchungen
primér {iber aktiven Transport, Sdttigungskinetik; passive
p.o. e ) . (308, 309]
. Diffusion ab einer Konzentration von 100 pmol/1
Resorption
15mg . .
n=10 ) nicht von der Nahrung beeinflusst [310-312]
p.o./i.v.
oral: 75+20 %,1i.m.: 100 %, s.c.: 94 %;
Biove‘rﬁig- 174 Patienten p.o., i.m., s.c. keir.le Abhéngigk?it V?n Qéschlecht, Alt?r o§er .BMI. de.r 1178, 313]
barkeit 15mg Patienten; hohe interindividuelle und niedrige intraindi-
viduelle Schwankungen
intrazelluldres V4 = 0,87-1,43 1/kg; intrazelluldre Spei-
Distribution 20750 Lm., po. Hlll aze UjTeSP 1d t : t ’ ug , m. aZLe bu areN'pel 1308, 311,
Patienten 10 mg c .erung als Polyglutamate vor allem in Leber, Niere, 314-316]
Milz, Erythrozyten, Haut.
Plasmaeiweil3- 20 Patienten p.o., 50 % als MTX, 90 % des Hauptmetabolites (7-OH-MTX) | [193, 308,
bindung 10 mg/Woche | gebunden; 316]
First-Pass- .0. 189, 308
Efekt 10 Patienten 5 mZ/OV\,/oche ca. 10 % intrahepatisch zum Hauptmetabolit 7-OH-MTX | 3i 7 ’
. p.0., i.v., im. .
Crazx 174 Patienten 15 mg p.o.: 0,56+0,25 bzw. i.m.: 0,78+0,36 pmol/1 [178]
174 Patient p.o., iv., im. 0.75-2 1 bzw. Lm.: 132 h [178],[310,
atienten .0.: - ZW. i.m.:
max 5mg | P ’ 317,318
1.HWZ: 1h (Verteilung), 2. HWZ: 2-4h (renale Aus- 1193, 318
erminal p.o. scheidung), 3.HWZ: 1521h (enterohepatische 3i 0 ’
;\r;lzm € Rezirkulation) - Mittel aller 3 HWZ: 67 h
p.o., iv., im. | 55-116 h; je ldnger die Probenentnahme, desto langere
9 Patienten . [189]
15mg t,, werden berichtet
. o 80-90 % werden innerhalb von 24 h unverdndert renal
9/20 Patien- p.o., i.v.,i.m. _ . L. .
ren 10/15 m durch Filtration und aktive Sekretion im proximalen | [189,316]
& Tubulus ausgeschieden (zwei- oder dreiphasig)
Elimination
- p.o. 5-20 % bzw. 10-30 % werden bilidr ausgeschieden [308, 314]
9/50 Patien- p.o., i.v., i.m. . . . [315, 320,
wesentlicher Enterohepatischer Kreislauf (L-MTX)
ten 10 mg 321]
7.5  Stabilitditsuntersuchungen: Zersetzung von MTX

In den HPLC-Chromatogrammen von MTX in wiéssriger Losung bei pH-Werten zwischen 5 und 8 sind nach
einem und drei Jahren zusétzliche Peaks aufgetreten (Abb. 59 - links). Dabei handelt es sich um Abbaupro-

dukte von MTX. Vor allem bei einer relativen Retentionszeit von 1,3 zu der Retentionszeit von MTX trat ein
deutlicher Peak auf. Dieser wurde durch das Haupthydrolyseprodukt A7*Methylfolsiure (II) verursacht [322].
Die N°-Amino-Gruppe am Pteridinring wird mit Hydroxidionen der basischen Losung ausgetauscht [323].
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Abb. 59: Links: HPLC-Chromatogramm von MTX (I) nach drei Jahren in wéssriger Losung mit einem pH-Wert von 5 und der
Peak des Abbauproduktes N-Methylfolsdure (II); Rechts: Anteil des Abbauproduktes bezogen auf den MTX-Gehalt (MW=+SD,
n=9)

Der Anteil von NV'%Methylfolsiure wurde ebenfalls nach drei Jahren bestimmt (Abb. 59 - rechts). In sauren
Losungen war deren Anteil deutlich hoher und betrug ca. 10 % bezogen auf den MTX-Gehalt. Je neutraler die
Losung wurde, desto weniger des Zersetzungsproduktes konnte quantifiziert werden. Bei einem pH-Wert von
7,4 und 8 betrug der Anteil nur noch 1,7 %. Diese Beobachtungen entsprechen auch den Untersuchungen
der Arbeitsgruppe um HANSEN et al. [322]. Anhand des Zersetzungsproduktes und der oben erhaltenen Er-
gebnisse kann man feststellen, dass eine Losung mit einem physiologischen pH-Wert sich dulerst positiv auf
die Stabilitdt von MTX auswirkt.

7.6  Zusammensetzung der Dilutionsreihen zur physikochemischen
Charakterisierung der ME-Systeme

Tab. 43: Zusammensetzung der Mischungen des ME-L-595-Systems (Angaben in %, m/m)
Probe Tensid SE L-595 : Tego® Care PL4 ~ Hydrophile  Wasser : Pentylenglykol IPP

(1:1, m/m) Phase (1:2, m/m)
Al 40 % 20 % 20 % 5% 1,7 % 3,3% 55%
A2 40 % 20 % 20 % 10 % 3,3% 6,7 % 50 %
A3 40 % 20 % 20 % 20 % 6,7 % 13,3% 40 %
A4 40 % 20 % 20 % 30 % 10 % 20 % 30 %
A5 40 % 20 % 20 % 40 % 13,3 % 20,7 % 20 %
A6 40 % 20 % 20 % 50 % 16,7 % 33,3% 10%
B-1 10 % 5% 5% 85 % 28,3 % 56,7 % 5%
B-2 20 % 10% 10% 75 % 25% 50 % 5%
B-3 25% 12,5 % 12,5 % 70 % 233 % 46,7 % 5%
B-4 30 % 15% 15% 65 % 21,7 % 43,3 % 5%
B-5 40 % 20 % 20 % 55 % 18,3 % 36,7 % 5%
B-6 50 % 25% 25% 45 % 15% 30 % 5%
B-7 60 % 30 % 30 % 35% 11,7 % 23,3 % 5%
B-8 70 % 35% 35% 25% 83 % 16,6 % 5%
C-1 20 % 10% 10% 5% 1,7 % 3,3% 75 %
c2 25% 12,5 % 12,5 % 5% 1,7 % 3,3% 70 %
C-3 30 % 15% 15% 5% 1,7 % 3,3% 65 %
C-4 35% 17,5 % 17,5 % 5% 1,7 % 3,3% 60 %
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Tab. 44: Zusammensetzung der Mischungen des ME-L1695-Systems (Angaben in %, m/m)

Probe Tensid — SE L-1695 : Lauroglycof™ 90 | Hydrophile  Wasser : Pentylenglykol IPM
(2:1, m/m) Phase (5:1, m/m)
15%-1 15 % 10% 5% 80 % 64 % 16 % 5%
20%-1 20 % 133 % 6,7 % 75 % 60 % 15% 5%
25%-1 25% 16,7 % 8,3% 70 % 56 % 14 % 5%
25%-2 25% 16,7 % 8,3% 65 % 52% 13% 10%
30%-1 30 % 20 % 10 % 65 % 52 % 13% 5%
30%-2 30 % 20 % 10 % 60 % 48 % 12% 10%
30%-3 30 % 20 % 10 % 55% 44 % 11% 15%
35%-1 35% 233 % 11,7 % 60 % 48 % 12% 5%
35%2 35% 233% 11,7 % 55% 44.% 1% 10%
35%-3 35 % 233 % 11,7 % 50 % 40 % 10% 15%
35%-4 35% 233 % 11,7 % 45 % 36 % 9% 20 %
40%-1 40 % 26,7 % 133 % 55% 44 % 11% 5%
40%-2 40 % 26,7 % 133 % 50 % 40 % 10% 10%
40%-3 40 % 26,7 % 13,3 % 45 % 36 % 9% 15%
40%-4 40 % 26,7 % 13,3% 40 % 32% 8% 20%
40%-5 40 % 26,7 % 13,3 % 35% 28 % 7% 25%
40%-6 40 % 26,7 % 13,3% 30 % 24 % 6% 30 %

7.7  Verbesserung der ex vivo Penetration von MTX durch den Einsatz des

Losungsvermittlers Soluphor® P

In den Loslichkeitsstudien von MTX (siehe Kapitel 4.2.3.1) wurde ein besonderes hydrophiles Lésungsmittel
gefunden, welches hervorragende Losungseigenschaften fiir MTX besitzt (¢, = 52 mg-ml™): Soluphor® P (SP).

SP, chemisch 2-Pyrrolidon, ist ein kleines Molekiil, welches penetrationsfordernde Eigenschaften, speziell fiir
hydrophile Stoffe, besitzt [103]. Es wird angenommen, dass durch Einarbeitung von SP in die ME-Systeme
und in die Basiscreme sowohl die MTX-Konzentration aufgrund der verbesserten Loslichkeit als auch die

thermodynamische Aktivitdt gesteigert werden kann. Folglich konnte die Zugabe von SP zu einer Erhéhung
der Penetrationsrate von MTX in Humanhaut fiihren. Um dies zu untersuchen, wurde Soluphor® P in alle
drei Formulierungen mit einer Konzentration von 10 % eingearbeitet. Die Ergebnisse sind in Abb. 60 darge-

stellt.
ME-OW-MTX ME-WO-MTX BC-DAC-MTX
Iy B ME-OW = B ME-WO = [ BC
.10 1 g2 ME-OW+SP £ 10 [ ME-WO+SP .10+ BC+SP
O g o g o gl
< < <
8 & &
:E 61 ;E :E 6 i
= = =
g g g
S 4‘ S S 4A
3 35 3
T z z
— 2< - - 2A
g g g . {
< < <
l_ O‘ l_ l_ O T T T
= SC EP DR AK = SC EP DR AK = SC EP DR AK

Abb. 60: Vergleich der Penetrationsergebnisse von MTX mit und ohne Soluphor P®-Zusatz (SP) nach Applikation der jeweili-
gen Formulierung in Anteilen der applizierten Dosis in das Stratum corneum (SC), in die Epidermis (EP), in die Dermis (DR)
und in den Akzeptor (AK) nach 300 min Inkubationszeit (MW=SD, n=4).
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Betrachtet man zundchst das O/W-ME-System, so konnten tendenziell hthere MTX-Mengen unter SP-
Zusatz, vor allem in die Dermis, transportiert werden. Bei der ME vom W/O-Typ hingegen, kam es zu einer
Verschiebung des Penetrationsprofils. Unter dem Einfluss von SP wurden hohere MTX-Konzentrationen im
Stratum corneum und in der Epidermis gefunden. Die Arzneistoffkonzentrationen in den Dermisschichten
und im Akzeptormedium nahmen dagegen ab. Jedoch konnten bei beiden Mikroemulsionen keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen einem bzw. keinem SP-Zusatz festgestellt werden.

Die Penetrationsergebnisse der Basiscreme zeigen ein ganz anderes Bild. Durch den SP-Zusatz kam es zu ei-
nem starken Abfall der MTX-Penetrationsrate in allen Kompartimenten der Haut. Auch die insgesamt pene-
trierte Menge des applizierten MTX nahm um zwei Drittel, von 15 % auf 5,7 %, ab (Tab. 45).

Tab. 45: Insgesamt penetrierter Anteil des applizierten MTX nach Applikation verschiedener Formulierungen mit
und ohne SP-Zusatz (MW=SD, n=4)

ME-OW-MTX ME-WO-MTX BC-DAC-MTX
Penetrierter Anteil mit SP 11,1 £5,3 9,8+25 57+1,8
Penetrierter Anteil ohne SP 7,525 9,4+2,6 15075

Durch die Entwicklung einer geeigneten HPLC-Methode konnte ebenso das Penetrationsverhalten von SP
bestimmt werden. Jedoch scheint kein Zusammenhang zwischen der Penetration von MTX und SP zu exis-
tieren. SP penetriert in hohem Ausmal in das Akzeptormedium. Bei den beiden Formulierungen Basiscreme
und W/O-ME wurden in diesem Kompartiment die hochsten SP-Konzentrationen gefunden (77 % bzw. 35 %
der applizierten Dosis). Betrachtet man die Verteilung in den einzelnen Hautschichten (Abb. 61), dann ist
erkennbar, dass mehr als 26 % (W/O-ME) bzw. 19 % (BC-DAC) der verabreichten SP-Menge in den Dermis-
schichten quantifiziert werden konnten. In der vitalen Epidermis und im Stratum corneum wurden nur klei-
ne Mengen SP gefunden.

Uberraschenderweise konnte, beziiglich der Verteilung der SP-Konzentrationen in den jeweiligen Hautschich-
ten, nach Applikation der beiden Formulierungen kaum ein Unterschied festgestellt werden. Dies ldsst ver-
muten, dass SP unabhdngig vom Vehikel in die Haut penetriert und sich mit hoher Wahrscheinlichkeit in
hydrophileren Regionen, wie dem Akzeptor, anreichert. Ein so/vent drag Mechanismus flir MTX scheidet
damit aus.

BC-DAC-MTX+SP
124 —— ME-L595-WO-MTX+SP

N }
X /

I S S S
-t ' %

SP-Anteil der applizierten Menge [%]

SC EP DRI DR2 DR3 DR4 DRS ST

Abb. 61: Penetration der applizierten SP-Menge nach Applikation der Basiscreme und der W/O-ME in die verschiedenen Haut-
kompartimente nach 300 min Inkubationszeit (MW<+SD, n=4).

Zusammenfassend konnte nur ein geringer, nicht signifikanter Vorteil auf die Transportrate von MTX in Hu-
manhaut durch einen SP-Zusatz bei Mikroemulsionen festgestellt werden. Bei halbfesten Vehikeln, wie der
Basiscreme, wurde sogar ein negativer Effekt beobachtet. Dennoch ist SP in der Lage, in tiefe Hautschichten
bzw. in hohem MaRe in den Akzeptor zu penetrieren.
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