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ABSTRACT-DEUTSCH

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Formulierungsparametern auf die
nasale In-vitro-Verfligbarkeit der Arzneistoffe Oxymetazolinhydrochlorid (OXY), Xylometa-
zolinhydrochlorid (XYLO) und Natriumcromoglicat (DSCG) und untersucht das
Permeationsverhalten von ausgewéhlten Fertigpréparaten und Eigenrezepturen an exzidierter
Rindernasenmukosa sowie deren Wechselwirkungen mit einer Mucinmodelldispersion. Der
Vergleich der strukturanalogen Sympathomimetika XYLO und OXY gegeneinander und mit
dem Antiallergikum DSCG sollte hinsichtlich der Einfluss nehmenden Parameter den Bezug
zur molekularen Struktur und den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Arzneistoffe
ermoglichen. Eine mit DSCG durchgefiihrte In-vivo-Studie (Kaninchen) sollte kléren,

inwieweit die In-vitro-Daten und -Einflussparameter mit dem In-vivo-Verhalten korrelieren.

Wihrend im Resiimee dieser Arbeit fiir XYLO und OXY Zusammenhédnge zwischen ihren
physikochemischen FEigenschaften, ihrer In-vitro-Permeabilitit und den getesteten
Formulierungsparametern aufgezeigt werden konnten, war dies fiir DSCG nicht moglich und
ein  Querbezug nicht gegeben. DSCG =zeigt aufgrund seiner nachgewiesenen
konzentrationsabhéngigen Selbstassoziationstendenz substanzspezifisches Verhalten und
reagiert sensibel auf eine Variation der Formulierungsparameter. Sowohl an der isolierten
Mukosa als auch mit der Mucinmodelldispersion resultierten ausgepragte Wechselwirkungen.
Eine Kombination von DSCG mit dem Polymer Natriumhyaluronat erwies sich dabei als
vorteilhaft, da sich die Mukoadhisivitét in vivo bestétigte. Eine entsprechende Formulierung
scheint geeignet die Dosierungshdufigkeit von Natriumcromoglicat zu reduzieren und damit

die Patientencompliance zu verbessern.

Da die nasale Verfligbarkeit eines Pharmakons das Resultat eines komplexen Wechselspiels
zwischen dem Wirkstoff, den vielfdltigen Faktoren der applizierten Arzneiformulierung und
den physiologischen Gegebenheiten ist, sind Verallgemeinerungen der Zusammenhénge
schwierig und isolierte Effekte kaum zu erfassen. Die vorliegenden Resultate verdeutlichen

jedoch, wie eminent wichtig die separate Betrachtung jedes Wirkstoffpriaparates ist.

nasal, Permeation, Mukoadhésion, Hilfsstoffe



ABSTRACT-ENGLISCH

This thesis presents the formulation parameter’s influence on the nasal in vitro availability of
the model drugs xylometazoline hydrochlorid (XYLO), oxymetazoline hydrochlorid (OXY)
and disodium cromoglycate (DSCG). The nasal availability has been studied using excised
nasal bovine mucosa to capture the drug’s in vitro permeation behaviour and a mucin model
dispersion to determine the drug’s interactions with the nasal mucus glycoproteins. The aim
of this thesis was to determine the influence of different additionals on the nasal availability
using commercial and test preparations of the model drugs. Comparing the results of the
sympathomimetic XYLO, its hydroxy derivative OXY and the mast cell stabilizer DSCG with
regard to the exerting formulation parameters should facilitate a relation between the drugs’
molecular structure and physical-chemical properties. In the case of DSCG a concluding in
vivo study on rabbits should clarify if influences established in vitro result in a altered

availability in vivo too.

Whereas for XYLO and its hydroxy derivative OXY connections between their physical-
chemical properties, the in vitro permeation behaviour and the investigated formulation
parameters excist but not for DSCG is a link between the three drugs not possible. DSCG
possesses a strong substance specific component due to its concentartion dependent self-
assoziation which reacts sensitively to altered formulation parameters. DSCG interacts with
the isolated absorptive mucosa as well as with mucin modell dispersion in a marked extent.
The combination of DSCG with the polymer sodium hyaluronate possesses in vivo an in vitro
clear mucoadhesive properties which seem to be suitable to reduce DSCG’s application

frequency and improve thereby the patients’ compliance.

A drug’s nasal availability results on a complex interplay of its physical-chemical properties,
diverse formulation parameters and physiological conditions. Generalizations between the
determined connections are difficult and isolated effects are hardly ascertainable. Additionally
to the numerous formulation parameters with an impact on a drug’s nasal availability it is

nessecary to look at every drug formulation separatly.

nasal, permeation, mucoadhesion, additives
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Allergische Erkrankungen stellen ein bedeutendes Gesundheitsproblem dar. Der Therapie der
saisonalen und ganzjéhrigen allergischen Rhinitis kommt aus gesundheitspolitischer Sicht
groe Bedeutung zu, da ca. 15 % der Bevolkerung von dieser Erkrankung betroffen sind und
Folgeerkrankungen, wie das Asthma bronchiale, im Sinne eines Etagenwechsels nachfolgen

kénnen [1].

Neben der Allergenkarenz und Hyposensibilisierungstherapie besteht die Moglichkeit der
medikamentésen Behandlung der allergischen Rhinitis durch systemische oder lokale
Applikation von Antiallergika. Die systemische Verabreichung von Antiallergika wird
aufgrund auftretender Nebenwirkungen immer wieder kontrovers diskutiert. Gegenwaértig
geben die als urspriinglich nebenwirkungsarm eingeschitzten, neueren Antiallergika, die
nichtsedierenden Antihistaminika, Anlass zu Diskussionen. Wie schon fiir Terfenadin und
Astemizol [2] sind nun auch fiir das hédufig eingesetzte Loratidin sowohl kardiovaskulére [3]
als auch lebertoxische [4] Nebenwirkungen nach systemischer Gabe beschrieben worden. Die

lokale Therapie erscheint unter diesem Aspekt die giinstigere Wahl zu sein.

Doch auch bei den Akuttherapeutika, den alpha-Sympathomimetika, den Glucocorticoiden
und den Antihistaminika stellt sich die Frage nach systemischen Nebenwirkungen, denn eine
Vielzahl von Wirkstoffen wird {iber die Nasenschleimhaut rasch und gut resorbiert [5, 6, 7].
So sind zum Beispiel fiir Propranolol [8] und Progesteron [9] nach nasaler Gabe mit i.v.
vergleichbare Wirkstoffspiegel beschrieben worden. Bei Generika taucht zusitzlich das
Problem der Einflussnahme von Hilfsstoffparametern auf das nasale Absorptionsgeschehen

auf, was im Zuge der Aut-idem-Regel groftenteils wenig Berticksichtigung findet.

Bei den als gut vertrdglich eingestuften, lokal wirksamen antiallergischen Standardthera-
peutika [10, 11], den Mastzellstabilisatoren, erweist sich die Notwendigkeit der hdufigen
Applikation als Nachteil. Da die allergische Reaktion durch den Antigenkontakt der
Mastzellen des Bindegewebes und des Epithels der Nasenschleimhaut ausgeldst wird [1], sind
im Zuge des Entstechens des allergischen Ereignisses konstante therapeutische
Wirkstoffspiegel der mastzellstabilisierenden Substanzen erforderlich [12]. Ist jedoch dazu
die haufige Applikation der Antiallergika vonndten, muss mangelnde Compliance durch den
Patienten befiirchtet werden. Da infolge der mukozilidren Clearance (MCC) die nasal
applizierten Substanzen zudem nur kurz am Resorptionsort Schleimhaut verweilen [13], ist
eine langere Verweildauer, moglichst ohne Beeintrachtigung des wichtigen physiologischen
Schutzmechanismus (MCC), wiinschenswert. Auch hier konnen die Hilfsstoffparameter
Einfluss nehmen, aber im positiven Sinne durch Einsatz z. B. viskosititserhohender oder
mukoadhésiver Makromolekiile zu einem neuen, optimierten Formulierungskonzept fiir

nasale Antiallergika fiihren.



2 Problemstellung

2 PROBLEMSTELLUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Formulierungsparametern auf die
nasale In-vitro-Verfligbarkeit der Arzneistoffe Oxymetazolinhydrochlorid (OXY), Xylometa-
zolinhydrochlorid (XYLO) und Natriumcromoglicat (DSCG). Die Verfiigbarkeitsstudien
beinhalteten die Erfassung des In-vitro-Permeationsverhaltens und der Wechselwirkungen mit
einer Mucindispersion von ausgewihlten Fertigpriparaten (FAM) und Eigenrezepturen' der
Modellarzneistoffe. Im Vordergrund stand dabei die Frage des Einflusses variierender
Hilfsstoffzusdtze auf die nasale Verfligbarkeit der Arzneistoffe. Der Vergleich der
Strukturanaloga XYLO und OXY untereinander und mit DSCG sollte hinsichtlich der
Einfluss nehmenden Parameter den Bezug zur molekularen Struktur und den physikalisch-

chemischen Eigenschaften der Arzneistoffe ermdglichen.

Im Falle von Natriumcromoglicat sollten weitere Untersuchungen den Einfluss von
ausgewdhlten Formulierungsparametern auf das In-vitro-Permeations- und In-vitro-Penetra-
tionsverhalten in Abhéngigkeit von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanz
sowie die Art der Wechselwirkungen mit der Mucindispersion kldaren. Eine abschlieBende In-
vivo-Studie diente der Uberpriifung, ob die in vitro festgestellten Einfliisse auch in einer
verdnderten Verfiigbarkeit in vivo resultieren. Fiir DSCG wurde dariiber hinaus die
Empfehlung einer Rezepturoptimierung hinsichtlich maximaler Verfligbarkeit bei minimaler

Dosierungshéufigkeit angestrebt.

Folgende Einzelaufgaben ergaben sich fiir die vorliegende Arbeit:

e Erstellung und Validierung analytischer Methoden fiir die Gehaltsbestimmung der
Arzneistoffe im Rahmen der Permeations-, Penetrations-, Liberations- und In-vivo-
Studien

e Charakterisierung ausgewahlter Fertigpraparate

e Erfassung der Mucinwechselwirkungen und des In-vitro-Permeationsverhaltens von
Fertigpréparaten und Eigenrezepturen aller drei Arzneistoffe

e Physikalisch-chemische Charakterisierung von Natriumcromoglicatldsungen und
weitergehende Permeations- und Penetrationsstudien unter Variation ausgewahlter
Formulierungsparameter und der Arzneistoftkonzentration

e Oszillations- und rotationsrheologische Untersuchungen sowie Liberationsstudien
zur Klarung der Mucinwechselwirkungen von Natriumcromoglicat

e Etablierung eines Tierversuchsmodells zum Studium der In-vivo-Verfiigbarkeit von

Natriumcromoglicat und Entwicklung der Plasmaanalytik

' Die im Folgenden als Eigenrezeptur bezeichneten, selbst hergestellten Arzneistofflosungen sind den
Fertigarzneimitteln der Arzneistoffe hinsichtlich ihrer Hilfsstoffzusammensetzung und deren Konzentration
nachempfunden.



Anatomie und Physiologie der Nase 3

3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN
3.1 Anatomie und Physiologie der Nase

Die Nase ist als Teil des Nasopharynx (Hals-Nasen-Rachenraum) Bestandteil der zuleitenden
Atemwege. Der Nase kommt nicht nur die Aufgabe der Zu- und Ableitung der Atemluft zu,
sondern sie erfiillt auch eine Reihe wichtiger Hilfsfunktionen. Hierzu gehoren die Reinigung,

Erwdrmung und Befeuchtung der eingeatmeten Luft.

Die Reinigungsfunktion der Nase besteht hauptsédchlich im Abfangen von kleineren Partikeln,
von Staub und Bakterien durch die Nasenschleimhaut, die die zuleitenden Nasenwege
iiberzieht [14]. Der von der Nasenschleimhaut sezernierte Schleim wird durch die Zilien des
Respirationsepithels rachenwirts befordert und schlieBlich  verschluckt. Bestimmte
mechanische oder chemische Reize 16sen reflektorisch das Niesen aus und bewirken damit
das Herausschleudern von Fremdkorpern [15]. Erwdrmung und Befeuchtung der Atemluft
kommen durch die groBe Oberfliche, die leistungsfihigen Schleimdriisen und die gute
Durchblutung der Nasenschleimhaut zustande. Neben diesen Funktionen als Bestandteil der
Atemwege ist die menschliche Nase auch der Sitz des Geruchssinns und ist als

Resonanzorgan fiir Stimme und Sprache anzusehen [14].

Storungen in der Funktion der Nasenatmung und daraus resultierende Mundatmung
verhindern die effektive Anfeuchtung, Erwdrmung und Filterung der eingeatmeten Luft.
Chronisch entziindliche Erkrankungen der Rachenschleimhaut, des Kehlkopfes und der
tieferen Atemwege konnen die Folge sein. Zudem werden die Klangbildung der Stimme und

der Geruchssinn beeintrachtigt [14].

3.1.1 Makroskopischer Aufbau

Der Nasenraum setzt sich aus der duBleren Nase und der Nasenhohle zusammen. Die dul3ere
Nase besteht aus dem kndchernen Geriist des Nasenbeines und den sich daran liickenlos nach
vorn aneinanderreihenden knorpeligen Anteilen, die zusammen Nasenwurzel, Nasenriicken,
Nasenspitze und Nasenfliigel bilden. Die beiden paarigen Nasenlocher bilden den
Naseneingang. Am Ubergang des Naseneinganges zur Nasenhohle befindet sich der
Nasenvorhof (Vestibulum nasi). Dieser tragt lange reusenartige Haare (Vibrissae), die dem

Abfangen groberer Verunreinigungen der Atemluft dienen.

Die kndcherne Nasenhohle (Carvum nasi) ist ein paarig angelegter Hohlraum, der zwei frontal
gestellte innere Offnungen zum Rachen, die Choanen, besitzt und mit Schleimhaut
ausgekleidet ist. Die Nasenhohle wird durch die Nasenscheidewand (Septum nasi) in zwei

Hohlrdume unterteilt. Die Nasenmuscheln (Conchae nasales) sind aus der seitlichen



4 Theoretische Grundlagen

Knochenwand herausragende Knochenspangen, die der OberflichenvergroBBerung dienen und
die Nase in je drei Nasengédnge gliedern. Mit der Nasenhohle stehen paarige Hohlrdume, die
Nasennebenhohlen, und die Offnung des Trinennasenganges in Verbindung (Abb. 1) [7, 17].

Stirnhiéhl obere N hel

mittlere Nasenmuschel

untere Nasenmuschel oberer N g

Nasenvorhof mittlerer Nasengang

Gaumen unterer Nasengang

Abbildung 1:  Lateraler Schnitt durch die menschliche Nasenhohle; nach [14]

3.1.2 Mikroskopischer Aufbau

Die Nasenschleimhaut, die die knocherne Nasenhohle auskleidet, 1dsst sich in zwei Abschnitte
unterteilen: die respiratorische Schleimhaut (Regio respiratoria) und die Riechschleimhaut
(Regio olfactoria).

Die eigentliche Nasenhohle ist grofltenteils von der respiratorischen Schleimhaut
ausgekleidet. Die Regio respiratoria mit einer Fliche von 120 cm” ist ein mehrreihiges
Flimmerepithel mit Becherzellen und seromukdsen Driisen im angrenzenden Bindegewebe.
Vor allem im Bereich der unteren Nasenmuscheln und des Septums ist ein umfangreiches
Venengeflecht ausgebildet. Dieses dient vor allem dem Vorwidrmen der Luft und kann durch

Hemmen des Blutabflusses ein schnelles Anschwellen der Schleimhaut bewirken.

Die Riechregion liegt auf der oberen Nasenmuschel. Das ca. 2 x 2.5 cm” groBe Riechepithel
wird aus drei Zelltypen gebildet, den Sinneszellen, den Stiitzzellen und den Basalzellen. Die
iiber das Niveau der Stiitzzellen hinausragenden, kolbenartigen Auftreibungen der
Riechzellen sind mit von Schleim iiberzogenden Zilien besetzt. Die effektorischen
Nervenfortsiatze durchziehen die Siebplatte und verlaufen zum vorderen Teil des Riechhirns
[14].
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3.1.3 Mukoziliire Clearance

Unter der mukozilidren Clearance (MCC) wird das duBerst effektive Zusammenspiel des von
der respiratorischen Nasenschleimhaut sezernierten Schleims und der Bewegung der Zilien
des Flimmerepithels verstanden. Dabei spielen Anzahl, Struktur und Aktivitit der Zilien
sowie ihre koordinierte Bewegung eine ebenso grofle Rolle wie die Menge und die
biochemischen, physikalischen und rheologischen Eigenschaften des Mukus. Die MCC ist ein
wichtiger Schutzmechanismus des Respirationstraktes, stellt aber gleichzeitig den

begrenzenden Faktor fiir die Verweildauer nasal applizierter Substanzen dar [16, 17].

3.2 Allergische Erkrankungen der Nasenschleimhaut
3.2.1 Genese

Die allergische Erkrankung der Nasenschleimhaut durch inhalative Allergene, die allergische

Rhinitis (AR), ist als Entziindungsreaktion aufzufassen [1].

Die inhalativen Allergene werden grob in saisonale (vor allem Baum-, Gras- und Kréuter-
pollen), perenniale (insbesondere Hausstaubmilden und Tierhaare) und berufliche Allergene
unterteilt. Allergische Reaktionen der Nasenschleimhaut konnen daneben aber auch auf

perkutanem, peroralem oder intrakutanem Weg hervorgerufen werden [1].

Die allergische Rhinitis gehort zur Gruppe der allergischen Sofortreaktionen, der Typ I-
Reaktionen. Allergische Reaktionen vom Typ I werden durch IgE-Antikorper vermittelt, die
sich hauptséachlich auf der Zellmembran von Mastzellen befinden. Mastzellen sind basophile
Granulozyten, die in Blut- und Bindegewebsmastzellen unterschieden werden. Die Mastzellen
stellen die Effektorzellen der allergischen Sofortreaktion dar und sind nach ihrer Aktivierung
auch an anderen Entziindungsreaktionen beteiligt, da sie neben Histamin auch Entziindungs-
mediatoren enthalten. Die Bindung von inhalierten IgE-Antigenen auf der Oberfliche der
Bindegewebsmastzellen bringt diese zur Ausschiittung von hauptsidchlich Histamin, das der
bedeutendste Mediator der allergischen Sofortphase ist, an die sich eine Spitphasenreaktion
anschliefft. Diese ist durch die Ausschiittung von Zytokinen, die Expression von Adhédsions-
rezeptoren und die Aktivierung von T-Lymphozyten gekennzeichnet und fiihrt zur Einwande-
rung von Entziindungszellen, sodass die allergischen Charakteristika einer viralen oder
bakteriellen Entziindung dhneln. Die nasale Allergenexposition fiihrt zu einer spezifischen
oder unspezifischen Hyperreagibilitit der Schleimhaut, die auch auf andere Organe

Auswirkungen haben kann [18, 19].
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3.2.2 Therapie

Die Erkenntnis tliber die allergische Entziindungsreaktion hat in den letzten Jahren wesentlich
dazu beigetragen, dass ein Wechsel von der symptomatischen zur antientziindlichen Therapie
erfolgte [1].

Einen Uberblick iiber die eingesetzten Arzneistoffe und deren Wirkungsmechanismen gibt
Tabelle 1 [1, 10, 11, 18, 19].

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Arzneistoffe’ zur Therapie der allergischen Rhinitis

Mastzellstabilisatoren (sl: Natriumcromoglicat; I: Nedrocromil-Natrium)

Wirkung:  mastzellstabilisierend und antientziindlich

Vorteil: kaum lokale Nebenwirkungen, keine Gefahr systemischer Neben-
oderWechselwirkungen, prophylaktische Therapie

Nachteil: miBige Wirksamkeit, schlechte Patientencompliance durch hiufiges

Applizieren und die unmittelbar fehlende Linderung der Symptomatik
Applikation: lokal oder systemisch?

Antihistaminika (sl: Loratidin, Azelastin; l: Levocabastin; s: Terfenadin u. a.)

Wirkung:  mastzellstabilisierend und antientziindlich

Vorteil: kaum lokale Nebenwirkungen, keine Gefahr systemischer Neben- oder
Wechselwirkungen, prophylaktische Therapie

Nachteil: miBige Wirksamkeit, schlechte Patientencompliance durch hiufiges

Applizieren und die unmittelbar fehlende Linderung der Symptomatik
Applikation: lokal oder systemisch’

Corticosteroide (I: Fluticason, Flunisolid u. a; s: Dexamethason, Prednisolon u. a.)

Wirkung:  potent antiallergisch und antientziindlich

Vorteil: hohe Wirksamkeit bei zumeist geringer systemischer Resorption nach lokaler
Gabe

Nachteil:  schlechte Patientencompliance durch Corticoidphobie der Bevolkerung, zur
problematische Dosierung bei gleichzeitiger Anwendung von Corticoiden
Asthmatherapie

Applikation lokal oder systemisch’

alpha-Sympathomimetika (I: Oxymetazolinhydrochlorid, Xylometazolinhydrochlorid)

Wirkung:  schleimhautabschwellend
Vorteil: schnelle Behebung der Symptomatik
Gefahr systemischer Nebenwirkungen, Entwicklung einer Abhadngigkeit und
Nachteil:  daraus resultierend die Schidigung der Nasenschleimhaut
Applikation: lokal

" Applikation: s: systemisch, I: lokal, si: systemisch oder lokal

* Die systemische Gabe von Natriumcromoglicat ist lediglich bei durch Nahrungsmittel hervorgerufener AR
indiziert.

’ Die systemische Gabe von Natriumcromoglicat ist lediglich bei durch Nahrungsmittel hervorgerufener AR
indiziert.

* Nur kurzzeitige systemische Gabe zur AnstoBtherapie bei schwerer Rhinitis.
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Fir die antientziindliche medikamentose Therapie stehen die Mastzellstabilisatoren,
systemische und topische Antihistaminika sowie topische Glucocorticoide zur Verfiigung. Im

Akutfall ist die kurzzeitige Anwendung lokaler alpha-Sympathomimetika moglich [1].

Natriumcromoglicat wird in Therapierichtlinien zur Behandlung der allergischen Rhinitis als
sicheres und fast nebenwirkungsfreies Antiallergikum beschrieben [10, 11]. Obwohl klinische
Tests eine Wirksamkeit der Mastzellstabilisatoren in der Therapie der AR belegen [20],
unterliegen sie in Hinblick auf die Effektivitit den Antihistaminika und Glucocorticoiden. Da
die Therapie mit dem Mastzellstabilisator die prophylaktische Applikation mit 2- bis 4maliger

Anwendung erfordert, ist mangelnde Patientencompliance ein urséchlicher Grund [10].

Die Reduzierung der Dosierungshiufigkeit, z. B. durch Viskosititserhohung der Zubereitung
und einer damit ldngeren Verweildauer auf der Nasenschleimhaut, ist ein mogliches, bisher
fiir diese Substanz noch nicht beschriebenes Optimierungskonzept. Die Kombination mit
einem Mukoadhdsivum eroffnet dabei die Moglichkeit der verldngerten Wirkung bei

,kontrollierter* Freigabe [7].

3.3 Nasale Verfiigbarkeit von Arzneistoffen
3.3.1 Allgemeines

Die nasale Absorption von Arzneistoffen ist Objekt zahlreicher Forschungen [5]. Das
Hauptaugenmerk wurde dabei bisher auf die systemische Verfiigbarkeit von Proteinen und
Peptiden nach nasaler Applikation gerichtet, die z. B. im Falle endogener Peptidhormone
durch gentechnologische Herstellungsmoglichkeiten vermehrt als Therapeutika zur
Verfligung stehen [21]. Die nichtinvasive Applikation iiber die gut durchblutete
Nasenschleimhaut bietet

e unter weitgehender Vermeidung der Inaktivierung der Proteine und Peptide im

Magen-Darm-Trakt,

e ciner Einschrankung des First-pass-Effektes

e sowie einer hoheren Bioverfiigbarkeit als nach peroraler Gabe
eine Reihe von Vorteilen und somit eine Alternative zur zumeist notwendigen intravendsen
Applikation. Als Nachteil der nasalen Verabreichung sind grof3e individuelle Schwankungen

und die oft geringe Absorption, verglichen mit der intravendsen Applikation, zu nennen [22].

Obwohl die nasale Mukosa fiir eine Vielzahl hydrophiler und lipophiler Substanzen gut
permeabel ist [23, 24], stellt sie infolge der mukozilidren Clearance [16], der aufgelagerten
Mukusschicht [25] und der vergleichsweise hohen Enzymaktivitidt dennoch eine Barriere dar
[22]. Vielfdltige Untersuchungen zielen auf die Entwicklung moderner Arzneiformen, die die
Verweildauer auf der Nasenschleimhaut erhohen (z. B. nasale Pulverformulierungen [26],

mukoadhésive Mikrosphéren [27, 28] sowie andere mukoadhdsive Arzneiformen [29]) und
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die Absorption verbessern (ggf. durch Zusatz absorptionsférdernder [30] und/oder
enzymhemmender Substanzen [31]), ohne dabei die wichtigen physiologischen
Schutzmechanismen der Nasenschleimhaut zu beeintridchtigen. So ist zum Beispiel die nasale
Applikation von Insulin in Form bioadhédsiver Mikrosphdren denkbar [32], da aus der
Kombination mit dem mukoadhisiven Polymer Carbopol® Insulinplasmaspiegel resultierten,
die denen einer dreimal so hohen Dosis nach s.c. Gabe entsprachen [33]. Auch die aktive
Immunisierung scheint iiber den nasalen Applikationsweg moglich zu sein, da nach einem
Antigenkontakt sowohl eine lokale als auch eine systemische Immunreaktion ausgeldst wird
[34, 35].

Es ist bekannt, dass die physikochemischen Eigenschaften eines Arzneistoffes und die
Formulierungsparameter der Arzneiform Einfluss auf die nasale Verfiigbarkeit nehmen [36,
37]. Im Zuge der wachsenden Bedeutung des nasalen Applikationsweges fiir die systemische
Verfligbarkeit von Arzneistoffen und umgekehrt zum Verstindnis systemischer Neben-
wirkungen bei angestrebter lediglich lokaler Wirksamkeit ist die exakte Kenntnis der
Beeinflussung des transmukosalen Transportes elementar. Die Komponenten der Arznei-
formulierung konnen sowohl die Verfligbarkeit als auch die Integritdt und Funktionalitit der
mukosalen Barriere beeinflussen. Sie nehmen somit in mehrfacher Hinsicht Einfluss auf das
nasale Absorptionsgeschehen. Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber Einfluss nehmende

Parameter.

Eine Vielzahl von Modellen zur Durchfiihrung nasaler Verfiigbarkeitsstudien ist in der
Literatur beschrieben worden. Neben In-vivo-Modellen [38, 39] und In-situ-Perfusions-
modellen [40] seien an dieser Stelle hauptsdchlich die In-vitro-Modelle aufgefiihrt [13, 41, 42,
43]. Der Vorteil der In-vitro-Permeationstechnik liegt in der weniger aufwendigen Analytik,
der schnelleren Durchfiihrbarkeit und infolge reduzierter pre- und postmukosaler Faktoren in
einer besseren Standardisierbarkeit [41]. Neben exzidierten tierischen nasalen Geweben von
Rind, Schwein, Kaninchen, Affe und Hund, ggf. auch synthetischen Membranen, riicken

zunehmend Zellkulturen menschlichen nasalen Gewebes in den Vordergrund [44, 45].

Das In-vitro-Modell wird immer dann Mittel der ersten Wahl sein, wenn lediglich ein
Screening verschiedener Einfliisse oder die vergleichende Untersuchung zu einfluss-
nehmenden Parametern durchgefiihrt werden soll [42]. Der Nachteil der In-vitro-
Versuchsanordnung liegt darin, dass der Einfluss der mukozilidren Clearance auf das nasale
Absorptionsgeschehen nicht erfasst wird. Die MCC hat auf die Absorptionsprofile nasal
applizierter Substanzen jedoch entscheidenen Einflu3. Die Untersuchung des Einflusses der
im In-vitro-Permeationsversuch getesteten Formulierung auf die Zilienschlagfrequenz und die
rheologischen, biochemischen und physikalischen Eigenschaften des nasalen Mukus stellt
daher eine sinnvolle Ergénzung der In-vitro-Permeationstechnik dar. Ein nachfolgender In-
vivo-Versuch diente in der vorliegenden Arbeit dazu, die in vitro gewonnenen Daten auf ihre

Korrelierbarkeit mit physiologischen Gegebenheiten zu iiberpriifen.
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Abbildung 2:  Einfluss nehmende Parameter auf die nasale Verfiigbarkeit eines Arzneistoffes aus der
Arzneiform ,,Nasentropfen‘; erstellt nach [5, 21, 36, 37]
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Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen zur In-vitro-Permeationstechnik an
exzidiertem tierischem Gewebe (Rindernasenmukosa) dargelegt. Dariiber hinaus wird das
Phanomen ,, Mukoadhdsion* erldutert, wobei die mukoadhdsiven Wechselwirkungen von

Nasalia mit dem nasalen Mukus im Vordergrund stehen.

3.3.2 In-vitro-Permeation und -Penetration

Im In-vitro-Permeationsversuch wird die Durchldssigkeit einer biologischen oder
synthetischen Membran unter konkreten Versuchsbedingungen untersucht. Dabei wird die
Verteilung eines Arzneistoffes an der semipermeablen Membran zwischen einem Donator-
(arzneistoffhaltig) und einem Akzeptorkompartiment (arzneistofffrei) bestimmt. Die In-vitro-

Penetration dagegen betrachtet die Aufnahme eines Arzneistoffes in eine Membran.

Da nasal applizierte Formulierungen vorwiegend die mit respiratorischer Schleimhaut
ausgekleidete Nasenhohle erreichen [46], wird fiir nasale Permeationsstudien mit exzidiertem
tierischem Gewebe bevorzugt das Respirationsepithel verwendet. Wadell et al. [41] zeigten
anhand verschiedener nasaler Gewebe, dass das tierische Respirationsepithel in seinen
morphologischen, histologischen und physiologischen Eigenschaften mit denen der humanen
nasalen respiratorischen Schleimhaut vergleichbar ist. Die fiir die folgenden Permeations- und
Penetrationsstudien eingesetzte exzidierte Rindermukosa ist ein gut untersuchtes und
charakterisiertes Gewebe [42].

Abbildung 3 zeigt ein humanes Respirationsepithel. Die zilienlosen und zilientragenden
Epithelzellen besitzen eine hohe Anzahl von Mikrovilli (siche Abb. 4), die zusammen mit der
guten Gefdlversorgung [22] die Voraussetzung fiir hohe Absorptionsraten sind. Zilien mit
einer Linge von 4 bis 6 um befinden sich auf etwa 20 % der Epithelzellen. Weiterhin
befinden sich im Respirationsepithel die schleimsezernierenden Becherzellen und die tief in
das Bindegewebe eingelagerten submukosalen Schleimdriisen. Benachbarte Zellen sitzen auf
der Basalmembran, die das Epithel vom unterliegenden Bindegewebe abtrennt. Neben diesen
differenzierten Zellen befinden sich auf der Basalmembran sogenannte Basalzellen, die zu

jedem der genannten Zelltypen differenzieren konnen [16, 22, 47, 48].

Obwohl die Nasenschleimhaut einen Schutz gegeniiber dufleren Faktoren darstellt, ist sie fiir
hydrophile und lipophile Arzneistoffe mit Molekiilmassen unter 1000 Da relativ gut
durchldssig [7, 24]. Als Transportwege stehen dabei in erster Linie der passive transzelluldre

und parazelluldire Mechanismus zur Verfiigung (Abb. 4).

Der transzelluldre Transportmechanismus, d. h. der Transport durch die Zellmembran und
damit durch die Zelle, steht insbesondere lipophilen Substanzen zur Verfiigung, wéhrend
geladene, hydrophile Stoffe vorwiegend parazelluldr transportiert werden [22]. Der

parazelluldre Transport zwischen den Zellen hindurch erfolgt durch die Tight-junctions (TJ)
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zilientragende

Epithelzelle
Becherzelle Flimmerepithel
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Abbildung 3:  Mikroskopischer Schnitt durch das humane Respirationsepithel; nach [15]

oder auch Zonula occludens (ZO), den Verbindungsstellen zwischen benachbarten
Epithelzellen (Abb. 4). Im Bereich der sogenannten ,Kisses* ist der Kontakt zwischen
benachbarten Zellen so dicht, dass die Zellmembranen zu verschmelzen scheinen [50]. Sie
stellen die am stirksten permeabilititseinschrankende strukturelle Komponente der TJ dar.
Aus biochemischer Sicht sind die TJ komplexe Multiproteinstrukturen, die mit den
Aktinfilamenten des perijunctionalen Aktin-Myosin-Rings (Abb. 4) der epithelialen Zellen in
direkter Verbindung stehen. Zwischen dem Zytoskeleton der epithelialen Zellen und ihren
okkludierenden TJ besteht also eine funktionelle Assoziation [49]. Die Regulation des
Offnungszustandes der TJ erfolgt iiber die Kontraktion des Aktin-Myosin-Rings. Die
Kontraktion wird iiber die Phosphorylierung der TJ-Proteine gesteuert [51]. Calciumab-
hingige Proteinkinasen und Phosphatasen sind die an diesen Vorgidngen beteiligten Enyzme.
Auch intrazelluldre Prozesse sind an der Regulation der TJ beteiligt [52].

Apikale Zellmembran
mit Mikrovilli

Laterale

Biirsten-
Zellmembran

saum

Epitheliale
Felle "Kisses"

I

Transzelluliirer ! | Parazellulirer

Transportweg + ¥ Transporiweg Perijunctionaler
Actin-Myosin-Ring

Abbildung 4:  Transportmechanismen durch die nasale Mukosa; modifiziert nach [S0]
70 = Zonula occludens (siehe Text)

Die ,,PorengroBe der nasalen Membran betriigt ungefihr 3,9 bis 8,4 A. Die Verbindungen

zwischen den Becherzellen bzw. Becherzellen und zilientragenden Zellen sind relativ locker
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[22, 53, 54]. Der Verteilungs- und Offnungszustand der Tight-junctions variiert selbst im
intakten biologischen Gewebe stark [51, 55]. Die TJ stellen dynamische Strukturen dar, die
thre Permeabilitidt entsprechend den physiologischen und pathophysiologischen Gegeben-

heiten dndern.

Entziindliche Prozesse der Nasenschleimhaut behindern die Steuerung der Permeabilitit des
parazelluliren Transportweges und vermindern dadurch die physikalische Barrierefunktion
des Respirationsepithels [22, 54].

Bei Transportstudien an biologischen Membranen ist es wichtig, die Integritdt und Vitalitdt
des verwendeten Gewebes zu sichern [41]. Eine Vielzahl von Mdglichkeiten steht dabei zur
Verfligung. Genannt seien hier:

e Erfassung elektrophysiologischer Parameter (siehe unten)

e biochemische Untersuchungen (Bestimmung von Enzymaktivititen, z. B. von
membrangebundenen Enzymen (5'-Nukleotidase) und zytosolischen Enyzmen
(Lactatdehydrogenase (LDH)) im Akzeptor- und Donatormedium [56, 57])

e Transport von Markersubstanzen ([14C]-Mannitol , FITC-Dextran [52, 57])

e histologische Untersuchungen [52, 57]

e Freisetzung bestimmter Markersubstanzen (Protein-, Cholesterolrelease [56]).

Fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell ,,exzidierte Rindernasenschleimhaut*
ist die Vitalitdt unter den jeweiligen Versuchsbedingungen vielfach nachgewiesen worden
[41, 42]. In der verwendeten Apparatur erwies sich das Gewebe nach einer Equilibrie-
rungsphase von 20 bis 30 Minuten tliber eine Versuchsdauer von zwei bis zu acht Stunden als
vital [41, 42]. Studien an Kaninchen- und Schweinemukosa bestdtigten diese Aussage [13, 58,
59, 60, 61, 62, 63]. Die Vitalitdt des nichtpraparierten Gewebes wurde mit bis zu 24 Stunden
angegeben [59].

Abbildung 5 zeigt eine Side-Bi-Side™-Apparatur mit dem ndtigen Equipment, um die
elektrophysiologischen Parameter eines isolierten biologischen Gewebes, die Potential-
differenz (PD) und den Kurzschlussstrom (/sc), zu erfassen. Erforderlich ist dazu ein 4-
Elektrodensystem. Ein Paar Silber/Silberchlorid-Elektroden wird zur Erfassung der sich
aufbauenden Potentialdifferenz (Spannung) infolge aktiver Ionentransportmechanismen
bendtigt, das andere, um den Kurzschlussstrom zu messen, der flieBt, um die entstandene
Potentialdifferenz auszugleichen. Aus beiden Daten kann dann der transepitheliale
Widerstand (TEER) nach dem Ohmschen Gesetz berechnet werden.

Die elektrophysiologischen Parameter der Rindermukosa wurden von Schmidt et al. [42] mit
TEER: (42 + 12) Q cm?, PD: 0,9 bis 2,9 mV und Isc: 36 bis 66 pA/cm” angegeben. Im
Vergleich dazu wurden flir menschliche Mukosa folgende Werte ermittelt: 7EER: ca.
100 Q cm?, PD: ca. 6 mV und Isc: ca. 58 uA/cm2 [64]. Bechgaard et al. [65] weisen darauf

hin, dass ein Abfall des elektrophysiologischen Parameters TEER in vitro nicht immer
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zwangsldufig mangelnde Vertriaglichkeit in vivo bedeuten muss, da bei der In-vitro-Anord-
nung die Verdiinnung durch das nasale Sekret und Selbstregenerierungsmechanismen durch

die Mukosa nicht erfasst werden.

Donator-

Akzeptor- kompartiment

kompartiment

Kalomelelektrode

I
4MKCI

pb———— Salz (NaCl)/Agar-Briicke

0 @ NaCl/Agar-Lésung
K

|
TN Ag/AgCl-Elektrode

Abbildung 5:  Side-Bi-Side™-Apparatur; nach [66]

Der geringe Widerstand dieser biologischen Membran ist ein Indiz fiir die schwache
strukturelle Barrierefunktion der nasalen Mukosa und damit fiir ihre relativ hohe parazelluldre
Permeabilitét [22]. Die nasale Mukosa stellt ein ,,leaky* Epithel dar [22, 67].

3.3.3 Mucinwechselwirkungen — Mukoadhésion

Die mukozilidre Clearance stellt eine effektive Barriere fiir die Permeation nasal applizierter
Arzneistoffe dar. Ursache dafiir ist die kurze Verweildauer auf der Nasenschleimhaut, die
lediglich 20 bis 30 Minuten betrdgt [13, 39]. Der rachenwérts gerichtete Transport kommt
durch das effektive Zusammenspiel von Zilienbewegung und Mukus zustande. Neben der
Integritdt des Ziliarapparates spielen Viskositdt und Elastizitit des nasalen Mukus in Hinblick

auf eine optimale mukozilidre Clearance eine entscheidende Rolle [16, 68].

Der nasale Mukus ist aus zwei Schichten aufgebaut. Die untere Schicht, die Solphase oder
perizilidre Schicht, dient der Riickbewegung der Zilien und schiitzt das Epithel vor dem
Austrocknen. Die obere, viskosere Gelphase dient dem Transport und dem Fixieren inhalierter
Partikel [69]. Die Zilien schlagen mit einer Frequenz von 10 bis 20 Hz in einer synchro-
nisierten, metasynchronen Bewegung, aus der eine rachenwiérts gerichtete Wellenbewegung
resultiert. Fiir den effektiven Schlag beriihren die Zilien die obere, viskose Schicht. Die
Riickbewegung erfolgt in der unteren Schicht. Letztlich resultiert eine Scherrate von 1 bis 3
Hz (12 1/s) [16, 68]. Abbildung 6 veranschaulicht diese Bewegungen.



14 Theoretische Grundlagen

effektiver Schlag

resultierende, wellenfirmige
Bewegung
mil
o

Gelphase
« {0,5-5 pm)

« Solphase
{7-10 pm)
Mukosa ~

Abbildung 6:  Zilientitigkeit und Mukusschicht; modifiziert nach [22]

a
Phasen +
der Zilienbewegung 2

Der Mukus besteht hauptsdchlich aus Wasser, Elektrolyten, verschiedenen Enzymen,
Proteinen, Immunglobulinen (vor allem IgA) und zu 5 % aus einer Glykoproteinkomponente
(Mucin'). Er wird von den Becherzellen und seromukdsen Driisen des Bindegewebes
synthetisiert. Die Glykoproteinkomponente bestimmt die viskoelastischen, adhdsiven und

kohéasiven Eigenschaften des nasalen Mukus [68].

Die Glykoproteine bestehen aus einem Proteingrundgeriist und kovalent gebundenen
Oligosaccharidseitenketten (Abb. 7). Die Molekiilmasse eines Glykoproteins betrdgt ca.
200 kDa. Die negative Ladung kommt hauptsdchlich durch die endstindige Sialinséure
(pK, = 2,8) der Seitenketten zustande [70].

Der Mukus stellt ein schwaches, dreidimensionales, flexibles Netzwerk aus linearen,
gewundenen, hydratisierten Mucinmolekiilen dar, das durch quervernetzende Disulfid-
briicken, physikalische Verwicklungen und sekundédre chemische, ionische Bindungen
zwischen den einzelnen Molekiilen oder innerhalb eines Molekiils entsteht [68, 70, 71]. Die
isotone Mukusschicht besitzt eine Pufferfunktion und erhélt an der Epithelschicht ein leicht

saures Mikromilieu mit einem pH-Wert von etwa 6,0 aufrecht [70].

Durch
e die Vielzahl von OH-Gruppen und Oligosaccharidseitenketten,
e die Vielzahl negativ geladener Gruppen,
e den stark hydratisierten Zustand und
e das Netzwerk aus linearen, flexiblen und zufallsvernetzten Glykoproteinmolekiilen

ist der Mukus in der Lage, unspezifische Sekundirbindungen einzugehen [70].

"Im Folgenden wird der Begriff Mucin, der streng genommen nur die Glykoproteinkomponente des Mukus
bezeichnet, flir die aus dem kommerziell erwerbbaren Mukus hergestellte Modelldispersion verwendet. Der
»rohe* Mukus wird durch Abkratzen der Schleimhaut, grobe Reinigung und nachfolgende Gefriertrocknung
gewonnen. Er enthdlt neben den Mucinmolekiilen auch alle anderen Bestandteile des Mukus.
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Abbildung 7:  Schematische Darstellung der Struktur der Mukusglykoproteine;
modifiziert nach [71]

Unter Bioadhdsion versteht man allgemein die Wechselwirkung zwischen verschiedenartigen
Makromolekiilen einander sich eng beriihrender Korper, d. h. an der Grenzfliche zweier
Phasen, wobei der eine Korper eine biologische Matrix darstellt. Handelt es sich bei dem
biologischen Material um eine mit Mukus bedeckte Schleimhaut, spricht man von
Mukoadhdsion [77]. Damit trifft der Terminus ,,mukoadhdsiv streng genommen nur fiir
Polymere zu.

Das Ziel mukoadhésiver Arzneiformen ist eine Verldngerung der Arzneistoffwirkung durch
einen verldngerten, intensivierten Kontakt mit dem Absorptionsort Mukosa [72].
Voraussetzung flir eine Mukoadhdsion und damit eine ldngere Verweildauer auf der
Nasenschleimhaut und/oder eines engeren Kontaktes mit der Nasenschleimhaut ist eine
Penetration in die Mukusschicht und eine Adhésion an die nasale Membran [73]. Haufig wird
durch mukoadhésive Arzneiformen auch eine verzogerte, kontrollierte Wirkstofffreigabe
angestrebt (Bioadhésive Freigabesysteme) [68, 74]. Eine gezielte Adhésion spezifischer

mukoadhéasiver Molekiile an bestimmte Gewebe ist denkbar [75, 76].
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Bioadhisive Kréfte konnen physikalische und/oder mechanische Kréfte sowie primire oder
sekundire chemische Bindungskrifte sein. Sekundire chemische Bindungen, d. h.

e Van der Waals-Kréifte (Debye-Krifte (elektrostatische Bindungskrifte zwischen
permanenten Dipolen), London-Dispersionskréfte (elektrostatische Bindungskrifte
zwischen induzierten Dipolen)),

e Wasserstoffbriickenbindungen und

e hydrophobe ,,Bindungen* (Wechselwirkungen zwischen apolaren Strukturen)

sowie elektrostatische Krifte (Coulombsche Krifte) zwischen entgegengesetzt geladenen
Teilchen und die Interpenetration mit nachfolgender Verknédulung der Polymerketten sind
attraktive Krifte fiir die Entwicklung einer mukoadhisiven Bindung [70, 75, 77, 78]. Aus den
moglichen Bindungskriften ergeben sich fiir potentielle Mukoadhisiva folgende notwendigen
Grundeigenschaften [70]:

e Hydrophile funktionelle Gruppen mit der Fahigkeit zu bioadhdsiven Bindungen

e Moglichst hohe Molekiilmasse

e Molekulare Beweglichkeit, d. h. Flexibilitdt des Polymergeriistes und Mobilitét der

funktionellen Gruppen fiir eine gute Interpenetration und Verkndulung

In einer Reihe theoretischer Ansdtze wird versucht, das Phdnomen Bioadhésion sowie
wirkende Einflussparameter zu definieren. Von besonderer Bedeutung fiir das
Zustandekommen einer mukoadhdsiven Bindung sind dabei in der ersten Phase des
Entstehens Oberflaichenphdnomene, insbesondere die Spreitung [77, 79], und elektrostatische
Wechselwirkungen. Nachdem ein enger Kontakt zwischen den Grenzflichen der Reaktanden
erfolgt ist, kann eine bioadhdsive Bindung durch die bereits genannten sekundiren
Bindungskrifte und/oder durch Interpenetration [77, 80, 81] von Polymerketten entstehen
bzw. manifestiert werden. Zumeist ist eine Bioadhédsion Resultat aus einer Vielzahl
physikochemischer Interaktionen [74, 75]. Da beinahe alle Polymere die Fahigkeit besitzen,
in Pulverform auf einer feuchten Schleimhaut zu haften, wird das lingere Verweilen von
nichthydratisierten Polymeren, nur durch Quellung bedingt, im Allgemeinen nicht als
Mukoadhésion bezeichnet [72].

In der Literatur sind verschiedene Methoden zur Erfassung bioadhésiver Eigenschaften und
des Einflusses auf die Zilientitigkeit von Arznei- und/oder Hilfsstoffen sowie deren
Zubereitungen beschrieben worden. Neben der Ermittlung der direkten mukozilidren
Transportzeit radioaktiv markierter oder gefarbter Partikel in vivo [16, 46], ist die In-vitro-
Technik gut geeignet, um die an der Bioadhdsion beteiligten Mechanismen zu charak-
terisieren [82]. Duchéne et al. [71], Peppas et al. [77] und Ahuja et al. [83] geben dariiber
umfassende Uberblicke. Mukoadhisive Fihigkeiten werden hauptsichlich im Zusammenhang
mit polymerhaltigen Formulierungen tiberpriift. Dabei wird in vitro hiufig die Haftkraft eines
Polymerfilms oder einer Polymerlosung auf biologischem (Schleimhaut, Mukus) oder

synthetischem Material ermittelt [84, 85, 86, 87]. Diese Untersuchungen basieren auf der
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Tatsache, dass eine mukoadhdsive Bindung in erster Linie an der Grenzfliche

Mukus/Polymer entsteht.

Eine Moglichkeit zur direkten Erfassung von ,,adhdsiven* Wechselwirkungen nichtpolymerer
Arzneistofflosungen mit dem Mukus stellen rotations- und oszillationsrheologische
Untersuchungen dar. Wahrend bei rotationsrheologischen Methoden der Messkorper in der
mukushaltigen Messprobe rotiert, wird in der Ozillationsrheologie ein harmonisch
schwingender Messkorper benutzt. Oszillationsrheologische Untersuchungen koénnen dabei
sowohl die Starke als auch die Art der Wechselwirkungen mit den Glykoproteinkomponenten

des Mukus erfassen.

Die Scherviskositdt einer Mucinmodelldispersion ist das Resultat aller physikochemischen
Wechselwirkungen (Verwicklungen der Molekiilketten, sekunddre Bindungskrifte usw.).
Eine mukoadhidsive Bindung, d. h. z. B. zusétzliche Verwicklungen oder sekundire Bin-
dungen, duflert sich in der Regel in einer iiberproportionalen Viskositidtszunahme [73, 82, 88].
Ausdruck findet diese in einem positiven Mukoadhdsionsindex (M-Ix). Damit ist gemeint,
dass bei der rotationsrheologischen Bestimmung der Viskositéit eines Mucin/Formulierungs-
Gemisches diese hoher ist als die additive Viskositdt der beiden Einzelkomponenten. Der
Anstieg der Viskositit, relativiert gegen die vorgegebene Scher-belastung (T 5.2.5.2), wird als
Mal} fiir mukoadhédsive Bindungskrifte (Mukoadhésionsindex) und als Indiz fiir eine
Mucinwechselwirkung betrachtet [88, 89, 90].

Wihrend die Rotationsrheologie nur die Erfassung der Viskositit, d. h. der viskosen Anteile
der Mucindispersion ermoglicht, konnen mittels oszillationsrheologischen Untersuchungen
sowohl die viskosen (Verlustmodul (G'')) als auch die elastischen (Speichermodul (G"))
Anteile der Messprobe bestimmt werden. Die Erfassung der Verdnderung der oszillations-
rtheologischen KenngréBen Verlustmodul, Speichermodul und Kemplexe Viskositit (|n* )
iiber den Frequenzbereich des schwingenden Messkorpers (Frequenzsweep) gibt zudem

Einblick in die molekulare Struktur der Messprobe.

Verdnderungen im rheologischen Verhalten, insbesondere der Viskoelastizitdt, reduzieren den
mukozilidren Transport [68]. Dabei fithren sowohl Unterschreitung als auch Uberschreitung
eines optimalen Bereiches der rheologischen Kenngrofen zur Abnahme mukozilidrer
Transportprozesse. Fiir verschiedene Polymere bestitigte sich die in vitro festgestellte
Mukoadhésivitit (Erhohung von Viskositdt und Viskoelastizitit einer Mucinmodelldisperion
nach Zusatz der Polymerlosungen) auch in vivo, denn nach nasaler Applikation dieser
Polymerlésungen war die mukozilidren Transportleistung deutlich vermindert [91, 92, 94].
Ree et al. [93] fanden fiir rekonstituierten nasalen Mukus die gleichen viskoelastischen

Eigenschaften wie fiir humanen Mukus.
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3.4 Untersuchungen
3.4.1 Arzneistoffe

3.4.1.1 Natriumcromoglicat (DSCG)

Ph. Eur. 2002: Dinatrium-5,5"-[(2-hydroxypropan-1,3-diyl)bis(oxy)] bis(4-oxo-
4H-1-benzopyran-2-carboxylat)

C23H14N32011 Mr 5 12,3

0O o7 Y o

OH

NaOOC O O COONa

Abbildung 8:  Natriumcromoglicat

Die in Wasser leicht 16sliche Substanz ist ein weilles kristallines Pulver, das in Abhangigkeit
von der Luftfeuchte reversibel pro Mol bis zu 9 Mol Wasser aufnehmen kann.
Natriumcromoglicat ist zur Bildung lyotroper Mesophasen befdhigt [95, 96]. Die in Wasser
unlosliche Dicarbonsdure besitzt einen pK,-Wert von 2,3. Natriumcromoglicat unterliegt in
alkalischen Losungen einer raschen Hydrolyse. In konzentrierten wéssrigen Losungen liegen
die beiden Chromonringe in einem Winkel von 53° zueinander vor. In verdiinnten wassrigen
Losungen dagegen zeigen die beiden Ringe Coplanaritit [95, 96]. Die UV-Maxima von
DSCG in wissriger Losung sind mit A=238nm ( 4° ca.600) und A=326nm

lem

(A" ca. 160) angegeben [96]. DSCG wird in der Literatur als Stoff mit eigenartigen

lem

chemischen und physikalischen Eigenschaften beschrieben [97].

Der Mastzellstabilisator Natriumcromoglicat wurde bereits 1965 durch die Fisons corporation
synthetisiert. 1973 erhielt die Substanz die Zulassung fiir die Behandlung des Asthma
bronchiale [97]. Seit Anfang der achtziger Jahre ist DSCG in Form intranasaler Losungen zur

Therapie der ganzjdhrigen und saisonalen allergischen Rhinitis verfligbar [98].

Strukturell leitet sich Natriumcromoglicat von Khellin, dem Inhaltsstoff der Pflanze Ammi

visnaga ab, die schon von den Agyptern als Heilpflanze eingesetzt wurde [97].
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Der Wirkungsmechanismus fiir die Substanz ist komplex und bis ins letzte Detail nicht
bekannt [98]. Natriumcromoglicat wirkt in der frithen allergischen Phase durch seine
mastzellstabilisierenden Eigenschaften. Diskutiert werden fiir diesen Effekt folgende
Mechanismen:
e Reduzierung des Ca®"-Transports durch die Mastzellmembran und dadurch
Behinderung der calciumabhingigen Degranulation
e Wechselwirkung mit einem oberflachenstindigen Rezeptor auf der
Mastzellmembran, verbunden mit einer Inhibition der Proteinkinase C in
Gegenwart von Calcium
e Forderung der Akkumulation zyklischer Adenosinmonophosphate,
gefolgt von der Phosphorylierung eines terminalen Proteins und damit der Unterbrechung der
allergischen Reaktionskette [99, 100, 101].

Zudem weist die Substanz eine antientziindliche Wirkkomponente auf, da sie den Effekt der
Entzlindungsmediatoren, vor allem von Neutrophilen und Eosinophilen, in der allergischen
Spétphase unterdriickt [10, 11, 97, 98]. DSCG besitzt einen positiven Langzeiteffekt auf die
bronchiale Hyperreagibilitdt beim Asthma bronchiale [97] und wird daher hauptsédchlich zur
Behandlung des Asthma bronchiale eingesetzt. Die mastzellstabilisierenden Eigenschaften
werden jedoch auch zur Behandlung von allergischer Rhinitis und Konjunktivitis erfolgreich
genutzt [10, 102].

Die klinische Wirksamkeit bei AR ergibt sich aus der prophylaktischen Anwendung, vor
allem bei IgE-verbundener allergischer Rhinitis [11, 102]. Die {bliche Dosierung zur

Therapie der allergischen Rhinitis betrdgt bis zu vier Spriihstée (20 mg/ml) taglich.

Die Substanz wird nach peroraler Gabe am Menschen kaum resorbiert und unverindert,
hauptsdchlich liber die Fézes, ausgeschieden. Nach Inhalation hingegen kdénnen iiber das
Bronchialepithel bis zu 10 % des DSCG resorbiert werden und in die Blutbahn gelangen. Die
Elimination erfolgt durch Ausscheidung des unverdnderten DSCG iiber den Urin sowie die
Galle [103]. Es treten infolge der geringen systemischen Verfiigbarkeit und der spezifischen
Eigenschaften von Natriumcromoglicat kaum systemische Nebenwirkungen auf [10, 11].
DSCG ist aufgrund seiner Hydrophilie und Ladung nicht in der Lage, die Lipiddoppelschicht
biologischer Zellmembranen zu liberwinden [98, 103]. Die systemische Verfiligbarkeit von

DSCG resultiert ausschlieBlich aus parazelluldren Transportmechanismen.

Uber die Resorption von DSCG am Menschen nach nasaler Gabe liegen keine Angaben vor.
Die hohere Permeabilitit der nasalen Mukosa, verglichen mit intestinalem Gewebe ldsst
jedoch eine bessere Resorption von DSCG nach nasaler Applikation vermuten. Die folgenden
In-vitro-Permeationsstudien an exzidierter Rindermukosa und In-vivo-Versuche am Kanin-
chen sollen die nasale Verfiigbarkeit von DSCG erfassen und darauf Einfluss nehmende

Parameter charakterisieren.
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3.4.1.2 Xylometazolinhydrochlorid und Oxymetazolinhydrochlorid

Ph. Eur. 2002: Ph. Eur. 2002:
2-[4-(1, 1-Dimethylethyl)-2,6- 3-[(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl) methyl]-
dimethylbenzyl]-4,5-dihydro-1H-imidazol- 6-(1, I-dimethylethyl)-2-4-dimethylphenol-
hydrochlorid hydrochlorid
Ci6H25CIN, M; 280,8 C16H25CIN,O M; 296,8
CH, HO ~ CH,
}\T N
C(CH,); I(i*:< ] * HCI C(CH,); EIA</ j * HICI
H 2 NH
CH CH

3 3

Abbildung 9:  Xylometazolinhydrochlorid und Oxymetazolinhydrochlorid

Die beiden a-Sympathomimetika sind mittelstarke Basen, die wie alle Imidazole in
alkalischer Losung der Hydrolyse unterliegen. Das substituierte Imidazolin stellt ein
cyclisches Amidin und somit ein Carbonsdure-Derivat dar, das unter dem Einfluss von
Hydroxid-lonen hydrolysierbar ist. Als Produkte der hydrolytischen Spaltung entstehen
Ethylendiamin und die entsprechende substituierte Carbonsédure. In ihren wéssrigen Losungen

mit einem pH-Wert um 6,0 sind die beiden Arzneistoffe stabil.

Oxymetazolinhydrochlorid ist ein weilles kristallines Pulver, das in mindestens zwei verschie-
denen Kristallstrukturen kristallisieren kann. Die Umwandlung der stark hygroskopischen
Modifikation in eine stabile, nichthygroskopische ist durch Erhitzen moglich. Daneben ist ein
stabiles Monohydrat der Substanz bekannt. Oxymetazolinhydrochlorid und Xylometa-
zolinhydrochlorid sind in Wasser leicht loslich. In unpolaren Lésungsmitteln sind beide
Substanzen praktisch unloslich [104, 105, 106].

Die beiden Arzneistoffe sind Sympathomimetika mit o,-agonistischen Wirkungen, die nur
lokal appliziert therapeutische Verwendung finden. Nach Applikation auf der nasalen
Schleimhaut kommt es innerhalb weniger Minuten zu einem vasokonstriktorischen Effekt, der
auf der Aktivierung postsynaptischer o,-Rezeptoren beruht. Die Vasokonstriktion fiihrt zu

einem Abschwellen der Nasenschleimhaut. Dieser Effekt hilt bis zu sechs Stunden an. Die
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Substanzen werden infolge der schnell einsetzenden Vasokonstriktion im Allgemeinen iiber
die Nasenschleimhaut in im Blut nichtnachweisbaren und systemisch nichtrelevanten Mengen
resorbiert. Jedoch konnen die Substanzen bei unsachgemidfler Anwendung durch
Verschlucken iiber den Magen-Darm-Kanal resorbiert werden und infolgedessen systemische
Reaktionen auslésen. Diese betreffen in erster Linie das Herz-Kreislauf-System. Vorsicht ist
insbesondere bei Sduglingen und Kleinkindern geboten, da schwere resorptive Vergiftungs-

erscheinungen auftreten konnen [104, 106].

Die Anwendungsdauer ist auf drei bis fiinf Tage beschrinkt, da bei lingerer Anwendung mit
einer Schleimhautatrophie, der Rhinitis medicamentosa (RM) [107], zu rechnen ist und die
Substanzen zilientoxische Eigenschaften zeigen [16, 108]. Insbesondere die Kombination mit
dem Konservierungsmittel Benzalkoniumchlorid wird dabei kritisch bewertet [107] und als

wichtiger Faktor bei der Entwicklung einer RM angesehen [109, 110].

Wihrend die iibliche Dosierung bei Xylometazolinhydrochlorid 0,1 % (m/V) betrdgt, wird
Oxymetazolinhydrochlorid in Dosen von 0,05 % (m/V) angewendet.

3.4.2 Verwendete Hilfsstoffe

3.4.2.1 Konservierungsmittel/Synergist

In den nachgestellten Rhinitika-Rezepturen wurde Benzalkoniumchlorid (BAC) (Abb. 10) als
Konservierungsmittel und Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Abb. 11) als Syner-

gist (Enhancer) eingesetzt.

Benzalkoniumchlorid (Abb. 10) ist eine in Wasser schwer 16sliche, quartire Ammonium-
verbindung, die oberflichenaktive Eigenschaften aufweist. Die Hauptwirkung der Substanz
besteht in einer reversiblen Wachstumshemmung von vor allem grampositiven Kokken [111].
Zur Erweiterung des Wirkungsspektrums wird die Substanz hiufig mit EDTA (verbesserte
Penetration) kombiniert und zur Konservierung nasaler und okularer Zubereitungen eingesetzt
[112].

Ph. Eur. 2002: Benzalkoniumchlorid ist ein Gemisch von Alkylbenzyldimethy!-

ammoniumchloriden, deren Alkylteil aus Cs- bis C\g-Ketten besteht

+

Abbildung 10: Benzalkoniumchlorid
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EDTA (Abb. 11) oder vielmehr Na,-EDTA ist das Natriumsalz der Editinsdure und hat die
Eigenschaft, mit Erdalkalien und anderen zweiwertigen Metallionen wasserlosliche,
nichtionisierte Komplexe zu bilden [113]. Durch diese chelatbildenen Eigenschaften (vor
allem Komplexe mit Calciumionen) wird EDTA héufig als Stabilisator in Kombination mit

einem Konservierungsmittel [112] eingesetzt und fungiert gleichzeitig als Enhancer [36].

Ph. Eur. 2002: Dinatrium-dihydrogen-(ethylendinitrilo)tetraacetat-Dihydrat
CioH14N2Na,O 2 H,O M; 372,2
NaOOC—CHz\ CH;—COOH
N—CH;—CH;—N
HOOC— CH2/ C \CHZ—COONa

Abbildung 11: Natriumedetat

3.4.2.2  Isotonisierungsmittel

Isotonisierungsmittel werden Zubereitungen zur nasalen Anwendung zugesetzt, um eine
Angleichung der osmotischen Druckverhiltnisse an physiologische Bedingungen zu
erreichen. Nichtisotonisierte Losungen, hypotonische Losungen filhren nach nasaler
Applikation durch das osmotische Gefille zu einem voriibergehenden Fliissigkeitseinstrom in
die Zilienzellen und sind damit physiologisch nicht gut vertriglich [56]. Nasal applizierte
hypertone Losungen reizen die Nasenschleimhaut ebenso, da sie zu einem osmotisch

induzierten Schrumpfen der Zilienzellen fiihren.

Die Angleichung der Tonizitdt an physiologische Verhéltnisse kann mit Hilfe von
Puffersystemen (in der Regel Phosphatpuffersysteme) und/oder Isotonisierungsmitteln, wie
Natriumchlorid, Sorbitol und Glukose, erfolgen. Im Allgemeinen ist eine Isotonisierung mit
letzteren anzustreben, da Puffersysteme infolge ihrer Pufferkapazitdt nicht reizlos vertragen

werden.
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3.4.2.3  Natriumhyaluronat

Makromolekiile wie Natriumhyaluronat in wéssrigen Nasentropfen dienen in der Regel der
Viskosititserhohung, verbunden mit lidngerer Verweildauer der Formulierung auf der

Schleimhaut und besserer Akzeptanz durch den Patienten.

Ph. Eur. 2002:  Natriumhyaluronat ist das Natriumsalz der Hyaluronsdure, einem
Glucosaminoglucan, bestehend aus Disaccharid-Einheiten aus D-

Glucuronsdure und N-Acetyl-D-glucosamin

HNCOCH,

Abbildung 12: Disaccharidbaustein des Natriumhyaluronat

Natriumhyaluronat ist das Natriumsalz der Hyaluronsdure, einem natiirlichen
Glucosaminoglucan aus alternierenden (1,3)-verkniipften N-Acetyl-B-D-glucosamin- und

(1,4)-verkniipften B-D-Glucuronsdureeinheiten mit sehr hoher Molekiilmasse.

Natriumhyaluronat ist unter anderem Bestandteil der interzelluldiren Matrix des menschlichen
Gelenkknorpels und bewirkt dort als viskoelastische Gelenkfliissigkeit den Druckausgleich
bei Belastung. Aus dieser Eigenschaft ergibt sich das hauptsidchliche Einsatzgebiet des
Natriumhyaluronats bei degenerativen Gelenkerkrankungen. Daneben findet die Substanz zur
lokalen Behandlung schlecht heilender Wunden und in der Augenchirurgie Einsatz [114].

In jlngerer Zeit ist die biotechnologische Herstellung von Hyaluronsdure, die bisher
bevorzugt aus Hahnenkdmmen gewonnen wurde, moglich [115], sodass ihre mukoadhésiven
Eigenschaften vielfdltig genutzt werden konnen. Als physiologisches, nichttoxisches
Makromolekiil gelangt sie in der Ophthalmologie als Tranenfliissigkeitsersatz zur Anwendung
[116] und ist als potentielles Mukoadhédsivum in nasalen Zubereitungen Objekt vielfaltiger
Forschung [27, 117].
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
4.1 Entwicklung und Validierung der Analysenverfahren (HPLC)
4.1.1 Allgemeines

Vergleichende quantitative Aussagen, z. B. iiber die Verteilung eines Arzneistoffes zwischen
zwei fliissigen Kompartimenten, die durch eine biologische oder synthetische Membran
getrennt sind, erfordern die exakte Bestimmung des Arzneistoffgehaltes. Um eine Aussage
dariiber treffen zu konnen, ob aufgetretene Unterschiede im Verteilungsverhalten
systembedingt sind, d. h. in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Kompartimente
usw. auftreten, miissen analysebedingte Einfliisse (durch Matrix und analytische Methode)
ausgeschlossen werden. Dazu bedarf es der Verwendung etablierter, validierter
Analysenmethoden, d. h. der Verwendung von analytischen Methoden, die gleich bleibend
zuverléssig richtige Ergebnisse fiir die Bestimmung des Analyten in der jeweiligen Matrix
liefern [118]. Der Validierungsprozess umfasst die Entwicklung der Methode, die Validierung
vor den Probenmessungen und die Qualititssicherung wéhrend der Probenmessungen [119].
Die im Zuge der Validierung zu untersuchenden Eigenschaften und deren Umfang ergeben

sich aus dem Anwendungsbereich der analytischen Methode [120].

Im Rahmen pharmakokinetischer Untersuchungen, wie sie unter 4.3.4 durchgefiihrt wurden,
kommt der Validierung der bioanalytischen Analysenmethode eine besonders grof3e

Bedeutung zu, da der Matrixeinfluss meist sehr komplex ist [121].

Zur Bestimmung der Analyten OXY, XYLO und DSCG in der jeweiligen Matrix wurden
Methoden der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Absorptions-
detektion angewendet, die im Falle der bioanalytischen Methode fiir DSCG (T 5.2.2.3 und
5.2.6) mit einer Fliissig-fliissig-Extraktion gekoppelt war. Bei der HPLC kommt es durch
Verteilung zwischen einer stationdren und einer mobilen Phase zur Auftrennung der in der
Probe enthaltenen Komponenten. Die entstehenden Chromatogramme sind qualitativ und
quantitativ auswertbar [122]. Als stationdre Phase wurde das in der HPLC am héufigsten
angewandte Sdulenfiillmaterial, die durch Ankniipfung von C-18-Alkylketten an Silica-Gel

gewonnenen Umkehr-Phasen (reversed phase), verwendet [118].

Die Validierung der entwickelten Analysenmethoden und die Qualititssicherung wéhrend der
Probenmessungen wurden entsprechend den aktuellen internationalen Anforderungen [120,
121] durchgefiihrt. Eine detaillierte Aufstellung dieser Richtlinien und Empfehlungen sowie
der durchgefiihrten Untersuchungen im Einzelnen {ibersteigt jedoch den inhaltlichen Rahmen
dieser Arbeit. Im Folgenden werden daher nur die wichtigsten, zur Validierung der

analytischen Methoden herangezogenen Eigenschaften erldutert.
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Die Spezifitit ist die Fahigkeit der Methode, den Analyten ohne Verféilschung durch andere in
der Probe vorhandene Komponenten zu erfassen. Die Uberpriifung der Spezifitit erfolgt z. B.
bei chromatographischen Verfahren durch den Vergleich des Chromatogramms eines
Standards mit dem einer Probe, die alle denkbaren Storsubstanzen inklusive der Matrix
enthilt. Als Schnellmethoden zur Uberpriifung auf Uberlagerung relevanter Peaks im
Chromatogramm sei die Bestimmung von Peakbreite und Asymmetriefaktor im Verhiltnis

zur Retentionszeit genannt [119].

Die Richtigkeit ist das Mal3 fiir die Abweichung zwischen dem mittels der betreffenden
Methode ermittelten Wert und einem als richtig angesehenen Wert und damit fiir den
systematischen Fehler der Methode. Als quantitatives Mal} flir die Richtigkeit gilt die
systematische Ergebnisabweichung [119]. Die Bestimmung der Richtigkeit kann unter
anderem durch Vergleich der ermittelten Messwerte mit denen einer Methode mit
nachgewiesener Richtigkeit (z. B. Gehaltsbestimmung nach einer Pharmakopde) [120], durch
Verwendung von Referenzsubstanzen oder bei nachgewiesener Spezifitidt und Linearitdt der
Methode durch Plausibilititserklarung [119] erfolgen.

Neben der Abweichung des Analysenergebnisses vom wahren Wert (Lageparameter) kommt
der Bestimmung der Prdzision als Mall fiir die Streuung von Analysenergebnissen
(Streuparameter) infolge von zufélligen Fehlern grofle Bedeutung zu. Es wird zwischen der
Wiederholprézision (Schwankung der Analysenergebnisse derselben Probe unter gleichen
Bedingungen innerhalb einer Serie oder verschiedener Serien) und der Vergleichsprizision
(Schwankung der Analysenergebnisse derselben Probe unter verschiedenen Bedingungen)
unterschieden, die sich aus der methodischen und der gerdtebedingten Streuung der
Messwerte ergibt [119].

Dient eine Methode ausschlieflich der quantitativen Bestimmung eines Analyten, ist lediglich
die Bestimmungsgrenze, d. h. die Konzentration von Interesse, bis zu der der Analyt mit
geniigender Prizision und Richtigkeit bestimmbar ist [119]. Bei chromatographischen
Verfahren, als Verfahren mit einem Grundrauschen des Detektors, kann dazu das Signal-
Rausch-Verhiltnis dienen. Neben dieser Mdglichkeit kann die Bestimmungsgrenze auch
anhand der Standardabweichung des Signals und der Steigung der Kalibriergeraden berechnet
werden [120].

Die Kalibrierfunktion beschreibt den Zusammenhang zwischen dem gemessenen Signal und
der Konzentration. Der Arbeitsbereich ist der Konzentrationsbereich der Kalibrierfunktion fiir
den, bei einem linearen Zusammenhang zwischen Signal und Konzentration, die Methode mit
ausreichender Prizision, Richtigkeit und gegebener Linearitit dem beabsichtigten Zweck
genligt. Genligende Prézision und Richtigkeit heilit z. B. < 1 % fiir die Messprézision, 1-2 %

fiir die Methodenprizision. Bei komplexer Matrix liegen die Grenzen hoher [119].
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Die Robustheit ist ein Parameter, der eigentlich in der Phase der Methodenentwicklung
iberpriift und erfasst wird. FEine robuste Methode zeichnet sich durch hohe
Reproduzierbarkeit bei Verdnderung der analytischen Bedingungen aus. Unterschieden wird
zwischen der Methodenrobustheit (Einfluss von Temperatur, pH-Anderung der mobilen
Phase, Proben- und Matrixkonzentration), der Verfahrensstabilitdt (Stabilitdt der Losungen)
und der Anwendbarkeit (Wechsel von Anwender, Labor oder Gerét) [120].

Fiir die im Folgenden aufgefiihrten entwickelten HPLC-Methoden konnten ausreichende
Prizision und Richtigkeit bei gegebener Linearitit iiber den Arbeitsbereich der
Kalibrierfunktion ermittelt werden [119]. Die Verfahrensstabilitit iiber den Zeitraum der
Probenmessungen war gegeben. Die Richtigkeit der Qualititskontrollproben, die
Systemeignung (chromatographische Bedingungen) und die Charakteristika der Kalibrier-
geraden im Rahmen der Routineanalytik lagen innerhalb der in der Validierung ermittelten

95 % Vertrauensintervalle; Trends waren dabei nicht zu erkennen.

4.1.2 Xylometazolinhydrochlorid und Oxymetazolinhydrochlorid

Ziel war bei diesen beiden Substanzen, die Entwicklung einer HPLC-Methode zu sichern, die
eine einfache und zeitsparende Analyse im Rahmen der Permeations- und Liberationsstudien
erlaubte. Wéhrend die Gehaltsbestimmung in wéssrigen Losungen von XYLO und OXY
mittels der UV/Vis-Spektroskopie bei einer Wellenldnge von 217 bis 220 nm ohne weiteres
moglich war, zeigten die Akzeptoren (die Matrix) bei den Permeationsstudien hohe,
nichtreproduzierbare Eigenabsorptionen bei diesen Wellenldngen. Auf eine Darstellung dieser

Untersuchungen und der Parameter der UV-metrischen Methode (T 5.2.2.5) wird verzichtet.

Die zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Permeationsstudien in der verfiigbaren Literatur be-
schriebenen Methoden (z. B. [123, 124, 125]) erwiesen sich fiir die gegebenen Bedingungen

und Anforderungen als unpraktikabel oder nicht {ibertragbar.

Im Rahmen der Entwicklung der HPLC-Methode wurden Wasser/Methanol- oder
Wasser/Acetonitril-Gemische verschiedener Zusammensetzung mit und ohne Ionenpaar-
reagenz ' (Pentansulfonsdure) bei verschiedenen pH-Werten und FlieBgeschwindigkeiten
getestet. Triethylamin wurde der wéssrigen Phase in verschiedenen Prozenten zugesetzt. Die
chromatographischen Bedingungen (T 5.2.2.3), die fiir die Validierung ausgewahlt wurden,

erzielten hinsichtlich Retentionszeit und Tailingfaktor akzeptable Ergebnisse [126, 127].

' Die Trennung ionischer Verbindungen ist in der Reversed-phase-Chromatographie schwierig, da diese mit den
noch nichtsilanisierten, hochpolaren OH-Gruppen des Séulenmaterials wechselwirken. Um dem abzuhelfen,
wird der mobilen Phase ein organisches Salz, ein Ionenpaarreagenz, zugesetzt. Die geladenen ionischen
Probensubstanzen bilden mit den organischen lonen des lonenpaarreagenzes ein lonenpaar, welches sich
dhnlich wie eine Neutralsubstanz auf einer Umkehrphase verzogern lésst.
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Der Vergleich der Chromatogramme der Standards von OXY und XYLO mit denen der
substanzfreien und substanzhaltigen Matrix zeigte, dass keine storenden Interferenzen durch
die Matrix auftraten (Daten nicht dargestellt). Die Steigungen und Achsenabschnitte der
Kalibriergeraden der matrixhaltigen und matrixfreien Systeme unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (#z-Test). Daher wurden fiir die Kalibrierung und die

Qualitdtskontrollproben in diesem Fall matrixfreie Standards verwendet (T 5.2.2.2).

Abbildung 13 gibt die typischen Chromatogramme von OXY und XYLO wieder. In Tabelle 2

sind die Hauptvalidierungsparameter aufgefiihrt.

AU OXY AU | XYLO

Zeit t [min] Zeit t [min]

Abbildung 13: Chromatogramme von OXY und XYLO

Tabelle 2: Validierungsparameter der entwickelten HPLC-Methoden fiir XYLO und OXY'

XYLO oxyY
Priizision™’ [%)] 1,38 1,50
Richtigkeit’ [%] 1,99 2,10
Kalibrierfunktion
Arbeitsbereich 2...15 pg/ml 2 ... 15 pg/ml
Steigung [pg/ml] (5,95 +0,044) x 107 (6,44 +0,074) x 107
Achsenabschnitt [ug] 0,01 £0,0033 0,03 £0,0019
Korrelationskoeffizient 0,998 0,997
Bestimmungsgrenze [pg/ml] 0,08 0,114
Retentionszeit [min] 2,15+0,15 2,17+0,11
Tailingfaktor 1,34 1,42

' Zur Durchfiihrung der Validierung sowie Umfang und Sicherung der Qualitit der analytischen Methode
wiéhrend der Probenmessungen siche Experimenteller Teil (T 5.2.2.1 und 5.2.2.2).

? interday

32, 8,15 pg/ml Arzneistoff
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4.1.3 Natriumcromoglicat

Bei Natriumcromoglicat stand die Entwicklung einer HPLC-Methode im Vordergrund, die
geeignet war, bei Bedarf eine schnelle Routineanalytik zu erlauben und gleichzeitig die

Gehaltsbestimmung im Rahmen der In-vivo-Versuche und Penetrationsstudien zu realisieren.

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren erwiesen sich als wenig geeignet fiir eine
Routineanalytik [128, 129, 130], was vor allem damit zu begriinden war, dass bei einem pH-
Wert der mobilen Phase von 2,3 eluiert wurde und DSCG bei diesem pH-Wert zum Teil noch
als ionische Substanz vorlag, die vermutlich mit den freien Silanolgruppen der Sdulenmatrix
reagierte. Die zitierten Methoden erwiesen sich zudem als wenig geeignet hinsichtlich
Methodenrobustheit und Verfahrensstabilitét.

Deswegen erfolgte die Umstellung auf eine Elution mit Ionenpaarreagenz'. Zugleich wurde
die Methode so gestaltet, dass bei Bedarf durch Variation der FlieBmittelzusammensetzung
der mobilen Phase eine Verschiebung zu spiteren Retentionszeiten ohne Einbufle der Qualitit
moglich war. Im Zuge der Entwicklung der Methode wurden verschiedene pH-Werte bei
variierender Zusammensetzung des Acetonitril/Puffer- und Acetonitril/Wasser-Gemisches

getestet.

Die chromatographischen Bedingungen (T 5.2.2.3), die fiir die Validierung ausgewahlt
wurden, erzielten hinsichtlich Retentionszeit und Tailingfaktor akzeptable Ergebnisse [126,
127].

Im Rahmen der bioanalytischen Methode wurde kein interner Standard mitextrahiert. Fiir die
Herstellung der Qualitdtskontrollproben wurde Schweineplasma verwendet, da die Art des

Plasmas keinen Einfluss auf die Kalibrierfunktion ausiibte (T 5.2.6).

Abbildung 14 zeigt das Chromatogramm von DSCG im Rahmen der ,,Routineanalytik und
der Plasmaanalytik (T 5.2.2.3 und 5.2.6). Tabelle 3 stellt die wihrend der Validierung
ermittelten Charakteristika fiir die entwickelte Methode dar.

Die entwickelte Methode erwies sich hinsichtlich der Variation der FlieBmittel-
zusammensetzung als ein sehr robustes Verfahren. Auch der Wechsel des Gerites hatte auf

die Messergebnisse keinen Einfluss (Differenzentest, Daten nicht dargestellt).

' Als Ionenpaarreagenz kam Tetrabutylammoniumbromid zum Einsatz, das der mobilen Phase zugesetzt wurde.
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AU
Routineanalytik J\
AU \
0 2
Zeit t [min]
DSCG
Plasmaanalytik
2 4 6 8
Zeit t [min]
Abbildung 14: Chromatogramme DSCG: Plasmaanalytik und Routineanalytik
Tabelle 3: Validierungsparameter der entwickelten HPLC-Methoden fiir DSCG’
Routineanalytik Plasmaanalytik
Fliefmittelzusammensetzung der mobilen Phase
(Puffer:Acetonitril)
75:25 80:20 80:20
Priizision™” [%] 2,60 1,53 5,12
Richtigkeit® [%)] 1,44 1,30 14,40
Kalibrierfunktion
Arbeitsbereich 0,5... 10 ug/ml 0,5 ... 10 pg/ml 0,1...3,0 pg/ml

Steigung [pug/ml]
Achsenabschnitt [pg]

(3,76 + 0,040) x 107
(0,014 + 0,006)

(3,74 +0,058) x 107
(0,005 + 0,002)

(3,25+0,21)x 10”
(-0,003 + 0,002)

Korrelationskoeffizient 0,999 0,998 0,992
Bestimmungsgrenze

0,100 0,154 0,115
[ug/ml]
Wiederfindung [%] n.b. n.b. 85,6
Retentionszeit [min] (2,59 +0,09) (7,05 +0,05) (7,08 £0,09)
Tailingfaktor 1,12 1,10 1,12

n.b. nicht bestimmt

' Zur Durchfiihrung der Validierung sowie Umfang und Sicherung der Qualitit der analytischen Methode
wiéhrend der Probenmessungen siche Experimenteller Teil (T 5.2.2.1 und 5.2.2.2).

? interday

’0,5, 5, 10 pg/ml Arzneistoff (Routineanalytik); 0,5, 1,5, 3 ug/ml Arzneistoff (Plasmaanalytik)
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4.2 Vergleichende Untersuchungen von Natriumcromoglicat,
Xylometazolinhydrochlorid und Oxymetazolinhydrochlorid

XYLO und OXY wurden fiir die vergleichenden Untersuchungen als Strukturanaloge mit
unterschiedlicher Lipophilie bei anndhernd gleicher MolekiilgroBe gewihlt (Tab. 4 und 5).
Natriumcromoglicat ist ein hydrophiler Modellarzneistoff mit einer relativ hohen
Molekiilmasse (Tab. 4 und 5). Tabelle 4 zeigt die Wirkstoffparameter der drei Arzneistoffe in
isotonem Phosphatpuffer pH 6,0 (PBS).

Die wissrigen Losungen der drei Arzneistoffe (0,0039 M) zeigten sich hinsichtlich pH-Wert,
Gefrierpunktserniedrigung, dynamischer Oberflachenspannung und Dichte kaum von Wasser
verschieden. Auch bei der Verwendung des isotonischen Phosphatpuffers als Losungsmittel
bewirkte der Zusatz der Arzneistoffe keine wesentliche Verdnderung der bereits genannten

physikalisch-chemischen Eigenschaften (Daten in 7.3 dokumentiert).

Tabelle 4. Wirkstoffparameter von DSCG, XYLO, OXY in PBS pH 6,0

VK pKa o
DSCG (M;512) 0,128 = 0,008 2,3 >99 %
XYLO (M, 281) 0,440 = 0,038 10,6 >99 %
oxXY (M, 297) 0,198 = 0,070 9,87 >99 %

pK, Aziditatskonstante
VK Verteilungskoeffizient
a Dissoziationsgrad

Der Phosphatpuffer selbst zeigt jedoch mit seiner lonenstirke 4 einen deutlichen Effekt auf
die Verteilungskoeffizienten der Arzneistoffe. So ist z. B. der VK von DSCG in PBS 6,0 (u
0,201) um das Vierfache groBer als in dem des Phosphatpuffersystems nach List [131] (u
0,088) (siche Tab. 5).

Tabelle 5: Verteilungskoeffizienten der Arzneistoffe in verschiedenen Puffern

Phosphatpuftfersystem nach List [131] (0,067 M) PBS (0,162 M)

pH 5,5 pH 6,0 pH 7,4 pH 6,0
DSCG 0,042 + 0,006 0,038 = 0,005 0,052 £+ 0,004 0,128 + 0,008
XYLO 0,335+0,073 0,815+0,159 1,267 £ 0,159 0,440 + 0,038

90,94 0,168 £ 0,035 0,211 £0,159 0,471 £ 0,038 0,198 £ 0,07
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4.2.1 Fertigarzneimittel
4.2.1.1 Zusammensetzung und Charakterisierung der Fertigarzneimittel
Die Fertigarzneimittel (FAM), die die drei Arzneistoffe zur nasalen Anwendung enthalten,

wurden unter der Vorgabe ausgewihlt, dass ein mdoglichst grofles Spektrum variierender
Zusammensetzung erfasst wird (Tab. 6).

Tabelle 6: Zusammensetzung der Fertigarzneimittel’

weitere Hilfsstoffe der wéssrigen Losungen laut
Préparat EDTA BAC Hersteller

Natriumcromoglicat (20 mg/ml)

Cromo pur von ct® X Glukose
® Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat,
Cromohexal X X . .
Natriummonohydrogenphosphat, Sorbitol
Cromohexal sanft® X Sorbitol
Cromo ratiopharm® X
Vividrin® X x  Polysorbat 80, Sorbitol, Natriumhydroxid

Xylometazolinhydrochlorid (1 mg/ml)
Natriumchlorid, Natriumhydrogenphosphat,

Nasan® X X ) . .

Natriumhydroxid, Polyvidon
® Natriumdihydrogenphosphat,

Xylo comod X ] ]
Natriummonohydrogenphosphat, Sorbitol

Nasentropfen E

X
ratiopharm®
Xylo von ct® x  Glycerol, Zitronensdure, Natriumcitrat

Oxymetazolinhydrochlorid (0,5 mg/ml)

.. ® Natriumdihydrogenphosphat,
Nasivin X . ) ‘
Natriummonohydrogenphosphat, Natriumhydroxid

' Exakte Angaben hinsichtlich der Konzentration sind lediglich fir BAC (0,01 % (m/V)) und EDTA
(0,1 % (m/V)) bekannt, nicht aber fiir isotonisierende und andere Zusitze.
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Die Europidische Pharmakopde (2002) fordert in der Monographie Nasalia, dass bei der
Herstellung, Verpackung, Lagerung und dem Inverkehrbringen von Zubereitungen zur
nasalen Anwendung MafBnahmen zur Gewéhrleistung ihrer mikrobiologischen Qualitdt zu
ergreifen sind. Dazu enthalten wissrige Nasentropfen laut Arzneibuch im Mehrdosenbehéltnis
ein geeignetes Konservierungsmittel. Die als Standardkonservierungsmittel fiir Nasalia
eingesetzte Verbindung Benzalkoniumchlorid ist wiederholt wegen ihrer zilientoxischen
Eigenschaften bei Langzeitanwendungen kritisiert worden ({ 3.4.2.1) [16, 46].

Als zunehmend eingesetzte, moderne Applikationssysteme, die einer Konservierung der
enthaltenen Arzneistoffldsung nicht bediirfen, seien die COMOD®-Systeme genannt [132].
Hierbei handelt es sich um ein doppelwandiges Mehrdosenbehiltnis mit flexiblem Innenbeu-
tel, ausgeriistet mit einem Pumpdosiersystem (Airless-Pumpe), bei dem keine kontaminierte
Luft oder Fliissigkeit in das Arzneimittel zuriickstrémen kann, was zusétzlich durch den

oligodynamischen Effekt der versilberten Ventilteile unterstiitzt wird.

Die Erkenntnisse iiber die negativen Eigenschaften von BAC fiihrten z. B. dazu, dass die
Nasentropfen E ratiopharm® jetzt als konservierungsmittelfreies Priparat im Handel sind.
XYLO und OXY enthaltende Fertigarzneimittel werden zunehmend mit Dexpanthenol als
pflegender Komponente vertriecben, denn auch fiir diese Wirkstoffe sind zilientoxische
Eigenschaften seit langem bekannt (I 3.4.1.2) [16, 108]. Wihrend bei letzteren die
Anwendungsdauer der Fertigarzneimittel bereits auf wenige Tage beschriankt ist, beabsichtigt
das BfArM erst jetzt, fiir BAC enthaltende Nasalia die Anwendungsdauer &hnlich zu

begrenzen und die Packungsbeilage mit einem entsprechenden Warnhinweis zu versehen [3].

Die Eigenschaften der charakterisierten Fertigarzneimittel (Tab. 7) zeigen, dass es sich um
anndhernd isotonische, nichtviskosititserhohte, zum Teil gepufferte Losungen mit einem pH-
Wert von 5,5 bis 6,0 handelt. Lediglich Cromo ratiopharm® weicht mit einer Tonizitit von
69 mOsmol/kg deutlich ab.

Sind die Arzneistofflosungen mit Benzalkoniumchlorid konserviert (vgl. Tab. 6), ist eine
deutliche Verminderung der Oberflichenspannung gegeniiber Wasser (ca. 72,8 mN/m) zu

registrieren, die durch den tensidischen Charakter von BAC bedingt ist.

Auffallend ist, dass die Routineiiberpriifung auf Wechselwirkungen mit einer
Mucindispersion (T 5.2.5.2) fiir die natriumcromoglicathaltigen Fertigarzneimittel einen
positiven Mukoadhésionsindex ({ 3.3.3) ergab. Fiir XYLO und OXY wurden dagegen keine
messbaren Effekte festgestellt.
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Tabelle 7 dokumentiert die ermittelten physikalisch-chemischen Parameter der Fertigarz-
neimittel. Auf die Angabe der Standardabweichung der Messergebnisse wird verzichtet, da
diese, mit Ausnahme der des Mukoadhésionsindexes, unter 1% lag. Eine Angabe der
Standardabweichung fiir den Mukoadhésionsindex ist, durch die Vielzahl der Standard-

abweichungen, die in die Berechnung eingehen, nicht mehr sinnvoll.

Tabelle 7: Physikalisch-chemische Parameter der Fertigarzneimittel

Préiparat pH Osmolalitit DV OFS Dicht3e M-Ix
[mOsmol/kg] [mPas] [MN/m]  [g/cm’] [Pa]

Natriumcromoglicat

Cromo pur von ct® 6,08 261 0,793 63,93 1,017 2,17

Cromohexal® 6,82 299 0,735 43,85 1,020 2,21

Cromohexal sanft® 5,89 286 0,701 61,36 1,022 2,27

Cromo ratiopharm® 5,59 69 0,779 66,43 1,007 2,45

Vividrin® 5,53 272 0,836 37,15 1,022 1,81

Xylometazolinhydrochlorid

Nasan® 6,07 281 0,772 37,61 1,010 0

Xylo comod® 6,04 260 0,751 58,08 1,014 0,39

Nasentropfen E

ratiopharm® 5,75 265 0,720 37,16 1,005 0

Xylo von ct® 5,86 257 0,716 31,18 1,000

Oxymetazolinhydrochlorid

Nasivin® 5,96 288 0,731 37,89 1,015 0

DV Dynamische Viskositét
OFS  Statische Oberfldchenspannung
M-Ix  Mukoadhésionsindex (D = 25, 50, 75, 100 1/s)

Die fiir DSCG, mit einer durch den Probenansatz determinierten Konzentration von 5 mg je
Gramm Probengemisch, ermittelten Mukoadhésionsindizes liegen in der Gréenordnung der
Werte, die fiir mukoadhésive Polymere in zum Teil hoheren Konzentrationen durch Oechsner
[89] ermittelt wurden. Beispielhaft sei der Mukoadhisionsindex fiir Polyacrylsdure 2 mg/ml,
einem klassischen Mukoadhisivum, mit 1,62 Pa angefiihrt.

Die fiir die einzelnen Schergeschwindigkeiten (25, 50, 75, 100 1/s) ermittelten Viskosititen
(75.2.5.2) der natriumcromoglicathaltigen FAM/Mucin-Gemische unterschieden sich
signifikant von denen des Mucin/Puffer-Gemisches (z-Test).
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4.2.1.2  In-vitro-Permeation

Die Verteilung eines gelosten Stoffes zwischen zwei fliissigen Kompartimenten, die durch
eine Membran getrennt sind, kann als Diffusion durch eine, in eine oder aus einer Schicht
betrachtet werden. Die dem Verteilungsverhalten zugrunde liegenden Gesetze sind in jedem
Fall die Fick’schen Diffusionsgesetze. Sie werden bei einzuhaltenden Versuchsbedingungen

entsprechend der jeweiligen Fragestellung aufgelost [78].

Ist lediglich der Durchtritt durch eine Barriere (biologische oder synthetische Membran) von
Interesse, wird folgende Ableitung benutzt und der Permeabilititskoetfizient bestimmt:

p - B0

WP At-60-A4-c

(GL 11)

Der apparente Permeabilititskoeffizient P,,, [cm/s] stellt dabei die Geschwindigkeit des
Stoffdurchtrittes durch die Membran dar und ergibt sich aus der gesamten permeierten
Wirkstoffmenge AQ [ug] zur Zeit ¢ [min], der Permeationsfliche A [em?], der
Ausgangskonzentration ¢y [pg] und dem Umrechnungsfaktor von Minuten in Sekunden. Der
Quotient AQ/At [pg/min] stellt dabei die nach Erreichen des ,steady-state® konstante
Permeabilitdtsrate (Flux) dar und kann der graphischen Darstellung ,,permeierte Arznei-

stoffmenge gegen Zeit* als Steigung der resultierenden Geraden entnommen werden [133].

Im ,,quasi-stationdren* Zustand (steady-state) sind zwar die Konzentrationen im Donator- und
Akzeptorkompartiment verschieden, ihr Verhéltnis zueinander ist aber durch den konstanten
Konzentrationsgradienten in der Barriere zeitunabhingig. Voraussetzung fiir die Giiltigkeit
dieser Beziehung ist eine ausschlielich membrangesteuerte Diffusion. Diese liegt vor, wenn
e Sink-Bedingungen herrschen, d. h. die Konzentration im Akzeptor niedrig gehalten
wird (Sink-Bedingungen gelten als gegeben, wenn die Arzneistoffkonzentration zu
keiner Zeit 10-25 % der Séttigungskonzentration erreicht.),
e die Konzentration im Donator praktisch konstant bleibt,
e die ruhenden Schichten an der Grenzflache (Membran) bei heftiger Konvektion der

Fliissigkeit in beiden Kompartimenten keinen Einfluss austiben.

Der auf diese Weise ermittelte Py, charakterisiert das Transportvermogen eines zelluldr hoch
differenzierten Gewebes fiir einen Arzneistoff und ist eine zusammengesetzte Grofle aus dem
Diffusionskoeffizienten D,,, und den Verteilungskoeffizienten VK (Membran, Fliissigkeit)
des Arzneistoffes [78, 134].

Der absolute Permeabilititskoeffizient P wird durch den Bezug auf die Membrandicke

erhalten [135]. Da jedoch fiir die durchgefiihrten Permeationsstudien stets die gleiche
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biologische oder synthetische Membran verwendet wurde, werden die ermittelten apparenten

Permeabilitdtskoeffizienten zur Auswertung herangezogen.

Jeder der im Folgenden aufgefiihrten Permeationsversuche wurde sowohl mit exzidierter Rin-
dernasenschleimhaut als biologischer Membran als auch mit dem synthetischen Nephrophan®
(regenerierte Cellulose) als Permeationsbarriere durchgefiihrt. Der Nephrophan®-Versuch
stellt dabei eine sinnvolle Ergédnzung der Permeationsstudien mit dem biologischen Material
dar, da er nur den Einfluss der Formulierung auf das Permeationsverhalten des Arzneistoffes
erfasst.

Beide Barrieren sind hinsichtlich ihrer Porengréfe und ihrer Dicke durchaus vergleichbar. Fiir
Molekiile mit Radien {iber 1 nm sind die ,,Poren* der biologischen Membran nicht mehr per-
meabel [51], wihrend fiir Nephrophan® ca. 2,4 nm als PorengroBe angegeben werden [136].
Die Dicke der gequollenen synthetischen Membran kann auf 40 bis 55 um geschétzt werden
(T 4.2.2.3), wihrend Corbo et al. [23] fiir Rindernasenschleimhaut ca. 53 um angeben. Die
,.Durchlissigkeit* der Nephrophan®-Membran fiir die drei Arzneistoffe wurde tiberpriift: nach
entsprechender Zeit lag eine Gleichverteilung der Substanzen in beiden Kompartimenten vor
(Daten nicht dargestellt).

Permeation durch Rindernasenschleimhaut

Die Permeabilititskoeffizienten der drei Arzneistoffe aus ihren Fertigarzneimitteln liegen in
der fiir solche als ,,leaky* bezeichneten Gewebe beschriebenen GroBenordnung von 10™ cm/s
[13, 23, 42, 137]. Ein linearer Zusammenhang der Auftragung ,,permeierte Menge gegen
Zeit“ lag vor.

Prozentual betrachtet, permeierte aus den XYLO enthaltenden Fertigarzneimitteln die
quantitativ grofBte Arzneistoffmenge in der Versuchszeit. Wihrend die Formulierungspara-
meter mit Ausnahme von Xylo comod®, dem konservierungsmittelfreien Priparat mit Sorbitol
als Isotonisierungsmittel, weder tendenziell noch signifikant einen Einfluss auf das
Permeationsverhalten von XYLO zeigen, sind bei DSCG deutliche Unterschiede in der

permeierten Arzneistoffmenge in Abhiangigkeit von der Formulierung festzustellen.

Im Falle von Vividrin® ist zu postulieren, dass das enthaltene Polysorbat 80 einen
Membraneinfluss ausiibt [36]. Dieser fir Vividrin® gefundene Effekt erwies sich als
signifikant beim Vergleich der Permeabilititskoeffizienten mittels ANOVA. Bei Cromo
ratiopharm® nimmt vermutlich die niedrige Tonizitéit des Fertigarzneimittels Einfluss. Anhand
der unter 4.2.2 bzw. 4.3.1 untersuchten Eigenrezepturen soll der Einfluss einzelner

Formulierungsparameter bestdtigt bzw. ndher charakterisiert und zugeordnet werden.

Tabelle 8 zeigt die Permeationsdaten der Arzneistoffe aus ihren Fertigarzneimitteln fiir
Rindernasenschleimhaut.
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Tabelle 8: Permeation der Arzneistoffe aus den Fertigarzneimitteln durch Rindernasen
schleimhaut

Préparat Papp x 107 [cm/s] Qoo [1g] Qeo [%]
Natriumcromoglicat (20 mg/ml)

Cromohexal® 1,08 £ 0,23 1523,48 £ 619,33 2,54
Cromohexal sanft® 1,11 +0,19 1501,04 + 742,68 2,50
Cromo pur von ct® 1,27+0,13 1578,65 +419,45 2,63
Cromo ratiopharm® 0,49 £0,19 758,14 + 529,33 1,26
Vividrin® 2,68 +0,36* 3810,86 + 1187,54 6,04
Xylometazolinhydrochlorid (1 mg/ml)

Nasentropfen E ratiopharm® 1,85+0,31 127,35 + 44,29 3,88
Xylo comod” 2,86+ 0,78 213,42 + 147,18 6,50
Nasan® 1,74 + 0,60 135,33 + 113,78 4,12
Xylo von ct” 1,99 + 0,35 144,15 + 54,39 4,39
Oxymetazolinhydrochlorid (0,5 mg/ml)

Nasivin® 0,92 + 0,051 25,19 +£0,47 1,68

* signifikant verschieden (ANOVA) von den P,,, der anderen FAM mit dem gleichen Arzneistoff

Permeation durch Nephrophan®

Das Permeationsverhalten der Arzneistoffe aus ihren FAM durch Nephrophan®

charakterisieren die Daten in Tabelle 9.

Die Permeabilititskoeffizienten von OXY und XYLO fiir die synthetische Membran
unterscheiden sich nicht voneinander; auch nicht in Hinblick auf die Formulierungsparameter
(ANOVA). Die Permeabilititskoeffizienten von DSCG hingegen sind kleiner als die von
OXY und XYLO. Ein signifikanter Formulierungseinfluss im Falle von Vividrin® und Cromo
ratiopharm® ist festzustellen (ANOVA).

Vergleichende Betrachtung

Folgendes kann bei der vergleichenden Betrachtung der Permeationsdaten durch natiirliches

und synthetisches Gewebe festgestellt werden:

e Die Permeabilititskoeffizienten beider Membranen sind vergleichbar.

e Der Unterschied im Permeationsverhalten von OXY und XYLO an der biologischen Mem-
bran scheint durch die Substanzen selbst zu entstehen (da Papp Neph. 0xY = Papp Neph. Xylo)- Das
Isotonisierungsmittel Sorbitol und/oder das Konservierungsmittel BAC zeigen dabei einen
zusitzlichen Einfluss (Papp Xylo comod > als der der anderen FAM).
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e Fiir DSCG bestitigen die Nephrophan®-Versuche den Formulierungseinfluss auf das
Permeationsverhalten der Substanz. Wéhrend an der biologischen Membran der Effekt von
Polysorbat durch dessen membranaktiven (tensidischen) Charakter iiberwiegt und zur
Permeabilitétssteigerung fiihrt, wirkt sich die anzunehmende mizellare Losung des Tensids
an der synthetischen Membran permeationsbehindernd aus. Die hypoosmotische
Zubereitung Cromo ratiopharm® iibt dagegen auf beide Barrieren den gleichen Einfluss
aus. Dabei kann der durch das osmotische Gefille entstehende Fliissigkeitsstrom entgegen
der Permeationsrichtung von DSCG moglicherweise dessen Permeation behindern. An der
biologischen Membran scheint kein schidigender und damit ,,porenéffnender Einfluss auf

die epithelialen Zellen durch das hypoosmotische Milieu im Donator vorzuliegen.

Tabelle 9: Permeation der Arzneistoffe aus den Fertigarzneimitteln durch Nephrophan®

Préparat Papp x 107 [em/s] Qo [1g] Qeo [%]
Natriumcromoglicat (20 mg/ml)

Cromohexal® 1,77+ 0,051 2405,05 + 122,58 4,01
Cromohexal sanft® 1,83 £0,037 2527,52 £ 101,35 421
Cromo pur von ct® 2,01 £0,050 2787,91 £ 118,61 4,65
Cromo ratiopharm® 1,46 £0,11%* 2156,66 + 284,17 3,59
Vividrin® 1,41 +0,069* 1925,75 £ 165,59 3,38
Xylometazolinhydrochlorid (1 mg/ml)

Nasentropfen E ratiopharm® 2,89 £ 0,052 218,82 +7,39 6,66
Xylo comod® 2,52+0,12 192,26 + 15,45 5,85
Nasan” 2,66 + 0,18 203,60 + 6,20 6,20
Xylo von ct” 2,88+ 0,070 216,28 + 14,32 6,58
Oxymetazolinhydrochlorid (0,5 mg/ml)

Nasivin® 2,70 + 0,090 217,14 + 13,90 6,25

* signifikant verschieden (ANOVA) von den P,,, der anderen FAM mit dem gleichen Arzneistoff

4.2.1.3 Mucinwechselwirkungen

Ein Nachteil der In-vitro-Permeationsstudien an isoliertem nasalem Gewebe liegt darin, dass
die mukozilidre Clearance als ein auf das nasale Absorptionsgeschehen stark Einfluss
nehmender Parameter nicht erfasst wird [43]. Die hier durchgefiihrten Wechselwirkungs-
studien mit einer Mukusmodelldispersion (Mucin) sollen diese Liicke ansatzweise schlielen;

denn sie geben Aufschluss iiber den Einfluss der Arzneistoffformulierung auf die
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rheologischen (physikalischen) Parameter der Mucinmodelldispersion (Viskositit und

Elastizitdt), die fiir eine optimale mukozilidre Clearance von grofer Bedeutung sind.

Wie bereits bei den methodischen Grundlagen erwdhnt (I 3.3.3), ist dic Messung der
Scherviskositit eine Moglichkeit, die Wechselwirkungen von Arzneistoffzubereitungen mit
dem Mukus oder stellvertretend mit seiner Modelldispersion (Mucin) zu quantifizieren. Eine
mukoadhésive Wechselwirkung der untersuchten Formulierung mit dem Mukus duf3ert sich in
einer Scherviskositit des Gemisches, die grof3er ist als der Wert, der sich aus der Addition der
Einzelviskosititen von Mucindispersion und Zubereitung ergibt. Der Mukoadhésionsindex
bringt diese {iberadditive Viskositdtszunahme, die gegen die vorgegebene Scherbelastung

relativiert wurde, zum Ausdruck.

Da die elastischen Eigenschaften der Mucindispersion bei der Bestimmung der Scher-
viskositit nicht gesondert erfasst werden, ist durch die einfache Viskositidtsbestimmung kein
Riickschluss auf die Art der vorliegenden Wechselwirkungen zwischen Mucinglykoproteinen
und Formulierung moglich. Es kann somit keine Aussage zur Verdnderung des
entscheidendsten rheologischen Parameters des Mukus, der Elastizitét, in Hinblick auf eine
Veranderung der MCC getroffen werden [138].

Der Einfluss der FAM auf die rheologischen Parameter einer Modelldispersion wurde daher
in der vorliegenden Arbeit mittels einer oszillationsrheologischen Methode untersucht, die das
gleichzeitige Erfassen viskoser (Verlustmodul) und elastischer Anteile (Speichermodul)
ermoglicht. Um den theoretischen Hintergrund der oszillationsrheologischen Untersuchungen,
die ausfiihrlich im Abschnitt 4.3.3.1 behandelt werden, nicht vorweg nehmen zu miissen,
wurden hier die bei einer bestimmten Frequenz (w= 16,9 1/s) ermittelten Betrdge der
Komplexen Viskositéiten |71 *| auf den Mukoadhisionsindex ({4.2.1.1) umgerechnet.
Abbildung 15 zeigt die auf diese Weise ermittelten Mukoadhidsionsindizes M-Ix der

untersuchten Fertigarzneimittel.

Die oszillationsrheologischen Untersuchungen (T 5.2.5.1) erhirteten die bereits bestehende
Vermutung, dass die natriumcromoglicathaltigen FAM mit der Mucindispersion signifikant
wechselwirken. Der Vergleich von den fiir DSCG (5 mg/g)' bei Verwendung der Handels-
praparate ermittelten Mukoadhésionsindizes (w= 16,9 1/s) mit denen von Oechnser et al. [89]
angegebenen (z. B. Na-Carboxymethylcellulose (10 mg/ml): M-Ix = 8,22 Pa, Polyacrylsdure
(2 mg/ml): M-Ix=1,62 Pa (D = 25, 50, 75, 100 1/s)) verdeutlicht, dass das nichtmakro-
molekulare DSCG deutliche ,,adhédsive* Eigenschaften besitzt. Eine Beeinflussung der MCC
nach nasaler Applikation natriumcromoglicathaltiger Zubereitungen ist aufgrund der
ermittelten Wechselwirkung mit den Mucinglykoproteinen nicht auszuschlieBen. Der

beobachtete viskosititserhohende Effekt von DSCG unterscheidet sich mit Ausnahme der

' Die Konzentration von 5 mg bezieht sich auf Gramm Probengemisch mit Mucin. Die Verdiinnung der DSCG-
Konzentration im Vergleich zu den Handelspraparaten um den Faktor 1:4 ergibt sich aus dem Probenansatz
(15.2.5).
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tendenziellen Erniedrigung im Falle von Cromohexal® fiir die einzelnen FAM nicht
voneinander (ANOVA). XYLO und OXY enthaltende FAM zeigten wiederum keinen Effekt

auf die untersuchten rheologischen Parameter der Mucindispersion.

Cromohexal®

Cromohexal sanft®

®
Cromo pur von ct

DSCG

Cromo ratiopharm®
Vividrin”
Nasentropfen E ratiopharrn®
Xylo comod”
Nasan®
Xylo von ot” L
Nasivin® D [oxy |

-0.5 1.5 3.5 5.5 7.5 9.5

Mukoadhisionsindex in Pa

Abbildung 15: Mukoadhisionsindizes der FAM (w= 16,9 1/s)

Die Mucinwechselwirkung von DSCG ist mit Hilfe der durchgefiihrten oszillations-
rheologischen Untersuchungen bestétigt worden. Da die angegebenen Mukoadhésionsindizes
(Abb. 15) lediglich die ,,Adhisivitit” der Substanz bei einer Frequenz (@w= 16,9 1/s) des
aufgenommenen Frequenzsweeps anhand der rheologischen Grofle ,,Komplexe Viskositét™
belegen, ist an dieser Stelle keine Aussage zur Einflussnahme der Formulierungsparameter
moglich. Weitere oszillationsrheologische Untersuchungen mit den arzneistofthaltigen und
arzneistofffreien Zubereitungen sollen zeigen, ob und in welchem Mafe der ,,adhdsive* Effekt
von DSCG durch Formulierungsparameter beeinflusst wird und ob diese selbst die
rheologischen Parameter der Mucindispersion verdndern. Dabei werden die aussagefdahigeren

oszillationsrheologischen Gréflen des gesamten Frequenzsweeps zur Auswertung gelangen.
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4.2.2 FEigenrezepturen

Im Folgenden wurde das Permeationsverhalten der Arzneistoffe aus den Eigenrezepturen
unter Verdnderung der Tonizitét, des Isotonisierungsmittels und des Einflusses der Hilfsstoffe
EDTA und/oder BAC untersucht. Weiterhin sollten oszillationsrheologische Studien den
Hilfsstoffeinfluss auf die rheologischen Parameter der Modelldispersion selbst sowie die

Wechselwirkungen von DSCG mit der Mucindispersion charakterisieren.

4.2.2.1 In-vitro-Permeation

Fir die durchgefiihrten Permeationsstudien wurde als Donatormedium generell
Phosphatpuffer pH 6,0 (PBS) verwendet, der, soweit nicht anders ausgewiesen, isoton war
(ca. 280 mOsmol/kg). Akzeptorseitig und fiir die Equilibierung des Gewebes wurde
physiologischer Puffer pH 7,4 (EBS) verwendet. Die molare Konzentration der verwendeten
Arzneistoffe betrug stets 0,0039, um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen und
Konzentrationseinfliisse zu eliminieren'. Der statistische Vergleich (¢-Test) der Py flr die
einzelnen Arzneistoffe bezieht sich immer auf das isotone System PBS 6,0 mit 0,0039 M
Arzneistoff (Referenz).

Bei Verwendung der biologischen Membran traten relativ hohe Variationskoeffizienten fiir
P,y auf, was aber dhnlich auch fiir parazellulire Markersubstanzen an diesem Gewebe
beschrieben wurde [23, 137]. Das Finden statistischer Signifikanzen wird jedoch dadurch
eingeschrinkt. Histologische Untersuchungen an exzidiertem nasalem Gewebe ergaben, dass
bereits unbehandeltes Gewebe groBe Unterschiede im Offnungs- und Verteilungsverhalten der
Tight-junctions aufweist [55]. Schmidt et al. [42] geben bei der Bestimmung des
parazelluliren Permeationsverhaltens von Peptiden an Rindernasenschleimhaut Variations-

koeffizienten von bis zu 30 % als gut reproduzierbar an.

Reardon et al. [139] konnten nach dem Einspannen von nasaler Mukosa in Side-Bi-Side™-
Diffusionszellen iiber den Versuchszeitraum keine drastischen morphologischen Verdnde-
rungen der Mukosa finden. Zilien und Mikrovilli des Epithels waren intakt, der junctionale
Komplex zeigte keine Verdnderung. Nach einer Vorinkubationszeit und wihrend einer
Versuchsdauer von 90 min verdnderten sich die elektrophysiologischen Parameter des
Epithels nicht.

Anderberg et al. [140] geben an, dass das Entfernen des physiologischen Puffers
(EBS pH 7,4) nach der Equilibrierungsphase keinen Einfluss auf die Vitalitit und die

' Die nachgestellten, zur Testung gelangten Eigenrezepturen sind mit Ausnahme der XYLO-haltigen Losungen
den FAM in Bezug auf die Arzneistoffkonzentration nur qualitativ nachempfunden. Im Vordergrund standen
vergleichende Untersuchungen, fiir die es galt, den Konzentrationseinfluss auszuschalten.
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parazelluldren Transportmechanismen der biologischen Membran nimmt. Der physiologische
Puffer akzeptorseitig geniigt, um z. B. die physiologischen Ca*"-Konzentrationen in der
Membran aufrecht zu erhalten. Phosphatgepufferte Systeme werden fiir Studien mit

exzidiertem tierischem Gewebe empfohlen [13].
A Permeation aus isotonem Phosphatpuffer

Tabelle 10 zeigt die gewonnenen Daten nach Permeation der Arzneistoffe aus PBS durch die
beiden Membranen Rindernasenschleimhaut und Nephrophan®. In Abbildung 16 ist der

Permeationsverlauf fiir die biologische Membran graphisch dargestellt.

Zusitzlich zu den Permeationscharakteristika der drei Arzneistoffe sind im Falle der
Rindermukosa die von Fluorescein-Natrium (FLU), einer parazelluliren Markersubstanz
[141, 142], angegeben, die im Rahmen der Vorinkubationsversuche mit Natriumcromoglicat
unter 4.3.1.2 ermittelt wurden. Als eine solche Substanz ist Fluorescein-Natrium eine
Verbindung, die einerseits ausschlieBlich parazelluldr permeiert und andererseits nicht mit den
Bestandteilen der biologischen Membran wechselwirkt. Der Vergleich der Permeationsdaten
der Arzneistoffe mit denen eines Markers erlaubt eine Aussage dariiber, ob neben der
Molekiilmasse arzneistoffspezifische Faktoren das Permeationsverhalten beeinflussen.
Allerdings muss der Vergleich bei den im Folgenden durchgefiihrten Untersuchungen unter
der Einschrankung erfolgen, dass FLU in einer Konzentration von 100 uM in EBS pH 7.4,
anstelle des isotonischen Phosphatpuffers pH 6,0, fiir die Untersuchung des Permeations-

verhaltens verwendet wurde, was sich aus der Fragestellung der Versuche unter 4.3.1.2 ergab.

Tabelle 10: Permeation der Arzneistoffe und Fluorescein-Natrium (c = 100 uM) durch
Rindernasenschleimhaut und Nephrophan®

Arzneistoff Popp X 107 [em/s] Qso [11g] Qs0 [%0]
Rindernasenschleimhaut

DSCG 1,41 £0,23 |* 185,09 + 74,42 3,08
XYLO 1,69 +0,18 .* 117,78 +£ 35,88 3,59
oxXY 0,78 +0,11 88,12+ 11,30 2,54
FLU' 1,08 + 0,02 2,52+0,62 2,25
Nephrophan®

DSCG 2,68 £0,13 379,65 +24,03 6,35
XYLO 2,76 £0,16 210,28 + 13,41 6,40
oxXY 2,72 +0,17 214,65 + 13,08 6,19

! Permeation aus EBS
* Signifikanz #-Test, ** Signifikanz ANOVA
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Abbildung 16:  Permeation der Arzneistoffe (0,0039 M) durch Rindernasenschleimhaut

Permeation durch Rindernasenschleimhaut

Die drei Arzneistoffe (Abb. 16) sowie der parazellulire Marker FLU (nicht dargestellt) sind
nach Versuchsbeginn ohne nennenswerte zeitliche Verzogerung (Lag-time) im
Akzeptorkompartiment detektierbar. Fiir die Substanzen ist daher der parazelluldre
Transportmechanismus durch die biologische Membran als dominierend anzusehen, wofiir
auch ihre Hydrophilie und ionische Ladung bei einem pH-Wert von 6,0 (siche Tab. 4)
sprechen. Da transzellulire Transportmechanismen durch die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran deutlich langsamer vonstatten gehen [54], erscheinen transzellulér transportierte
Substanzen hiufig mit einer deutlichen zeitlichen Verzogerung im Akzeptorkompartiment

und sind zudem zumeist lipophile und nichtionische Verbindungen.

Fiir die Permeation homologer Reihen von Substanzen (z. B. fluoreszenzmarkierte Dextrane
mit verschiedenen Molekiilmassen [61, 63] und Babitursdurederivate mit verschiedener
Lipophilie [143]) konnte in Hinblick auf die Permeabilitit der nasalen Mukosa festgestellt
werden, dass im Allgemeinen die Permeabilitit mit steigender Lipophilie der permeierenden

Substanz zunimmt und mit steigender Molekiilmasse sinkt.

Bei den zwei Strukturanalogen OXY und XYLO lésst sich die signifikante Zunahme (z-Test)
der permeierten Menge von XYLO, verglichen mit OXY, auf dessen hohere Lipophilie bei
geringfiigig kleinerer Molekiilmasse zuriickfiihren. In Analogie dazu wurde die nasale
Bioverfiligbarkeit eines Monohydroxyderivates von Progesteron deutlich kleiner gefunden als
die von Progesteron [144]. Es ist anzunehmen, dass XYLO neben dem parazelluldren auch
dem transzelluldren Transportprozess folgen kann. Hussain et al. [145] postulieren, dass bei
relativen Molekiilmassen <300 die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Substanz in

Hinblick auf deren Permeabilitit weniger Einfluss nehmen als die GroBe des Molekiils.
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Obwohl DSCG eine deutlich groBere Molekiilmasse bei geringerer Lipophilie z. B. verglichen
mit OXY besitzt (Tab. 4) und die negativ geladene nasale Mukosa' eine gewisse ,,Perm-
selektivitdt™ fiir positiv geladene Substanzen aufweist [22, 146], permeiert DSCG in einem
signifikant (z-Test) groferen Anteil als OXY. Der von Grass et al. [147] vermutete
selbstenhancende Effekt von DSCG konnte dafiir die Ursache sein. Der Vergleich mit dem
P,y der parazelluldren Markersubstanz FLU unterstiitzt diese Vermutung. FLU (M, 354)
besitzt ebenso wie OXY eine kleinere Molekiilmasse als DSCG und mit einem VK in EBS
von 0,720 + 0,161 einen gréBeren Anteil unpolarer Strukturen im Molekiil, verglichen mit
OXY und DSCG. Wihrend der P,,, von FLU, verglichen mit dem von OXY, die allgemeinen
Zusammenhédnge zwischen Lipophilie bzw. Molekiilmasse und parazellulirem Permeations-
verhalten widerspiegelt, weist der tendenziell hohere P,,, von DSCG auf ein von diesen
Zusammenhédngen abweichendes Permeationsverhalten hin. Allerdings muss bei der
vergleichenden Betrachtung der Werte von P, aller drei Arzneistoffe und des P, von FLU
beachtet werden, dass es sich bei den aufgezeigten Unterschieden lediglich um Tendenzen
handelt (ANOVA).

Permeation durch Nephrophan®

Durch die synthetische Membran konnten fiir die drei Arzneistoffe nahezu die gleichen Py,
ermittelt werden. Sie unterscheiden sich weder tendenziell noch signifikant voneinander
(ANOVA). Die zunehmenden Verteilungskoeffizienten VK (vgl. Tab. 5) der beiden basischen
Verbindungen OXY und XYLO mit steigendem pH (donatorseitig: PBS pH 6,0, akzeptor-
seitig: EBS pH 7,4) beeinflussen die Permeation durch die Mukosa nicht.

Wihrend fiir die Permeation von DSCG (20 mg/ml = 0,039 M) durch Nephrophan® aus den
Fertigarzneimitteln verglichen mit OXY und XYLO (0,05 bzw. 0,1 % (m/V)) deutlich
kleinere Permeabilititsraten ermittelt wurden (Tab. 9), zeigt sich dieser Effekt bei den
Permeationsstudien mit den Eigenrezepturen (0,0039 M Arzneistoff) an der synthetischen
Membran nicht und ist somit offensichtlich konzentrationsabhéngig. Neben den konzentra-
tionsabhingigen Effekten auf die Permeation von DSCG ist eine Einflussnahme der

Formulierungsparameter bei den FAM zu vermuten.

Die Ergebnisse der folgenden Permeationsversuche durch Nephrophan® werden im Ergebnis-
und Diskussionsteil dieser Arbeit nur noch dann zahlenméBig dargestellt, wenn ein
signifikanter Unterschied zur jeweiligen Referenz auftrat. Im Anhang 7.4 sind die

Permeationsdaten aller Nephrophan®-Versuche dokumentiert.

' Die negative Ladung der Mukosa ergibt sich aus aktiven Transportmechanismen von Ionen, die zu einer
Ungleichverteilung von vor allem Chloridionen zwischen serosaler und mukosaler Seite fithren.
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B Einfluss von Benzalkoniumchlorid und EDTA

EDTA ist ein klassischer Enhancer fiir parazellulire Transportprozesse [51]. Die
Enhancerfunktion beruht auf der Fahigkeit zur Komplexierung der extrazelluliren Ca*"-Ionen,
die an der Regulation und Integritit der TJ ursdchlich beteiligt sind [148]. Auf dieser
Eigenschaft basiert letztlich auch die hédufige Anwendung der Kombination mit dem
oberflachenaktiven BAC, wodurch die Penetrationsfahigkeit des Konservierungsmittels in den
Mikroorganismus erhoht werden soll. AuBerdem werden intrazelluldre Proteine und
calciumabhédngige Enzyme, die mit dem junctionalen Komplex in Verbindung stehen, durch
die Ca*’/EDTA-Chelatbildung in ihrer Aktivitit bzw. Funktion beeintrichtigt, woraus dariiber

hinaus eine bessere transzelluldre Permeabilitit resultiert [52, 149].

Durch EDTA (0,1 %) ist eine Erhohung der parazelluldren Permeabilitit der Mukosa, z. B. fiir
FITC-Dextran um das Sechsfache, ermittelt worden [150], wobei die schidigende Wirkung
auf die epitheliale Membran vergleichsweise gering war [61, 150]. BAC zeigt als tensidische
Substanz membranaktive Potentiale [151], die durch Schadigung der epithelialen Membran

hauptsichlich transzelluldre Transportprozesse betreffen.

Tabelle 11 gibt die ermittelten Daten der Permeationsstudie mit DSCG, XYLO und OXY
durch Rindernasenschleimhaut unter Einfluss der Formulierungsparameter EDTA
(0,1 % (m/V)) und BAC (0,01 % (m/V)) sowie deren Kombination wieder.

Einfluss von EDTA

Der Zusatz von EDTA fiihrt bei allen drei Arzneistoffen erwartungsgemél zu einer grofleren
permeierten Arzneistoffmenge durch Rindermukosa, die im Falle von OXY und XYLO sogar
signifikant erhoht ist. Neben der Abhingigkeit der EDTA-Enhancerwirkung von EDTA-
Konzentration und der Zeit [57] spielen auch die Hydrophilie und die Molekiilmasse des
betreffenden Arzneistoffes eine Rolle [150, 152]. Demzufolge kann die signifikant
(t-Test) groBere Effektivitit von EDTA auf den P,,, von OXY, verglichen mit XYLO, mit

dem stirker hydrophilen Charakter dieses Arzneistoffes zusammenhéngen.

Fiir den weniger deutlichen enhancenden EDTA-Effekt auf die Permeabilitit der biologischen
Membran im Falle von DSCG lassen sich zwei Ursachen diskutieren. Zum einen kann die
beschriebene Selektivitit der Enhancerwirkung beziiglich einer Molekiilmasse des
Arzneistoffes innerhalb enger Grenzen [139, 153] eine Rolle spielen, zum anderen schrianken
moglicherweise die selbstenhancenden Effekte von DSCG [147] die Permeabilitits-
verbesserung durch EDTA ein. Die permeabilititsverbessernde Wirkung oder auch die
Effektivitit eines Enhancers steigt mit der Erhohung der Enhancerkonzentration nur bis zu

einem Plateau [150], das moglichweise durch die Kombination von EDTA mit dem
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selbstenhancenden DSCG bei den fur die Permeationsstudien verwendeten Konzentrationen

beider Substanzen bereits erreicht ist.

Einfluss von BAC

Der Zusatz von BAC verindert die Py, von OXY und XYLO, verglichen mit der jeweiligen

Referenz, kaum, da die membranaktiven Eigenschaften der Substanz hauptsdchlich auf

transzelluldre Transportprozesse Einfluss nehmen, die fiir die hydrophilen, geladenen

Arzneistoffe eine untergeordnete Rolle spielen. Bei dem ebenfalls stark hydrophilen DSCG

konnte fiir die signifikante Abnahme von P,,, die Bildung eines lonenpaares [154] die

Ursache sein, das sowohl aufgrund seiner GroBe als auch aufgrund der Behinderung der

selbstenhancenden Fihigkeiten von DSCG dessen Permeation einschrankt.

Tabelle 11: Einfluss von EDTA und BAC sowie deren Kombination auf die Permeation durch

Rindernasenschleimhaut

Zusatz Pypp x 107 [cm/s] Qo [1g] Qeo [%]
Natriumcromoglicat

Referenz (ohne) 1,41 £ 0,23 185,09 + 74,42 3,08
EDTA 2,17+0,42 274,75 + 168,26 4,58
BAC 0,50 + 0,09* 53,16 + 18,73 0,89
EDTA/BAC 1,76 £ 0,50 215,38 £123,22 3,59
Xylometazolinhydrochlorid

Referenz (ohne) 1,69 £ 0,18 117,78 + 35,88 3,59
EDTA 3,43 £ 0,64* 35,97 + 46,74 7,73
BAC 1,38 £ 0,07 100,86 + 14,38 3,07
EDTA/BAC 1,54 £ 0,28 129,74 + 50,50 3,95
Oxymetazolinhydrochlorid

Referenz (ohne) 0,78 £ 0,11 88,12+ 11,30 2,54
EDTA 491 £ 1,14* 492,77 £ 192,77 14,18
BAC 0,93 + 0,24 99,89 + 47,98 2,88
EDTA/BAC 2,21 +0,5* 185,64 + 75,23 5,34

* Signifikanz



46 Ergebnisse und Diskussion

Kombination

Wihrend die membranaktiven Eigenschaften von BAC das Permeationsverhalten von OXY
und XYLO kaum beeinflussen, nehmen sie auf die Effektivitit der enhancenden Wirkung von
EDTA fiir diese beiden Arzneistoffe offensichtlich einen deutlich permeabilititsreduzierenden
Einfluss (Papp oxy/xyLo epta signifikant > Py, oxy/xyio eptasac (t-Test)). Die Schidigung der
Integritdt der Mukosa mit Storung junctionaler Regulationsprozesse ist dafiir eine mogliche

Erklarung.

Die Tatsache, dass im Falle von DSCG hingegen trotz des entstehenden Ionenpaares mit BAC
bei Verwendung der Kombination BAC/EDTA eine signifikante Zunahme (¢-Test) des Papp
im Vergleich mit dem Zusatz von BAC allein auftritt, stiitzt die Vermutung, dass eine
Behinderung der selbstenhancenden Féhigkeit von DSCG durch die Bildung dieses
Ionenpaares vorliegt. Die membranschdadigende Wirkung von BAC hingegen ist durch das
gebildete Ionenpaar vermutlich in diesem Fall weniger stark ausgeprigt. Die
permeabilititsfordernden Eigenschaften des Enhancers EDTA treten ohne den selbst-

enhancenden DSCG-Anteil mehr in den Vordergrund.

Die erginzenden Versuche mit der synthetischen Membran zeigten weder signifikant noch
tendenziell eine Einflussnahme der beiden Hilfsstoffe auf das Permeationsverhalten der
Arzneistoffe (Daten in 7.4 dokumentiert). Fiir alle Effekte, die an der biologischen Membran
auftreten, sind somit die Wechselwirkungen der Arzneistoffe und/oder Hilfsstoffe mit

derselben verantwortlich.

C Einfluss der Tonizitit

Der Formulierungsparameter Tonizitdt nimmt vor allem iiber die Integritit der biologischen
Membran auf das Permeationsgeschehen Einfluss. Eine hypotonische Losung wird durch den
angestrebten Ausgleich der osmotischen Druckverhéltnisse mit dem umgebenen Milieu zum
Schwellen der epithelialen Zellen, eine hypertonische dagegen zu deren Schrumpfen fithren
[155, 156]. Dabei reagiert die nasale Mukosa im Bereich von 0 bis 200 mOsmol/kg
empfindlich auf nichtisotonische hypotone Verhiltnisse. Pujara et al. [56] demonstrierten das

anhand der Freisetzung von intrazelluldren Markersubstanzen.

Fir die folgenden Permeationsstudien wurde donatorseitig Phosphatpuffer pH 6,0 mit
verschiedenen Tonizititen verwendet. Der Akzeptor hingegen wurde wiederum mit
isotonischem EBS pH 7,4 befiillt. Es wurde der Einfluss eines stark hypotonischen
(70 mOsmol/kg), eines schwach hypotonischen (170 mOsmol/kg) und eines schwach
hypertonischen (350 mOsmol/kg) Systems untersucht. Tabelle 12 listet die gewonnenen
Permeationsdaten fiir Rindernasenschleimhaut auf.
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Tabelle 12: Einfluss der Tonizitdt auf die Permeation durch Rindernasenschleimhaut

Tonizitit P, X 107 [cm/s] Qoo [11g] Qso [%]
Natriumcromoglicat

Referenz (isoton) 1,41 +£ 0,23 185,09 + 74,42 3,08
stark hypoton 1,33 +£0,17 183,90 + 54,78 3,06
schwach hypoton 0,53 +£0,08* 70,67 £ 11,66 1,18
schwach hyperton 1,14 £ 0,19 187,30 + 47,57 3,12
Xylometazolinhydrochlorid

Referenz (isoton) 1,69+ 0,18 117,78 + 35,88 3,59
stark hypoton 1,97 £ 0,66 155,69 +£ 36,93 4,74
schwach hypoton 0,93 +0,19 85,59 + 27,65 2,61
schwach hyperton 1,52 +£0,38 119,14 + 69,04 3,63
Oxymetazolinhydrochlorid

Referenz (isoton) 0,78+ 0,11 88,12+ 11,30 2,54
stark hypoton 1,06 £ 0,41 87,74 + 59,86 2,53
schwach hypoton 0,94 +£0,10 77,94 + 25,30 2,24
schwach hyperton 0,89 +£0,30 83,97 £ 47,78 2,42

* Signifikanz

Auf die Permeabilitit der Mukosa erwies sich die Tonizitit der Arzneistoffldsungen in den
gepriiften Varianten als ein wenig Einfluss nehmender Parameter. Die schwach hypertonische
Losung nahm in keinem Fall Einfluss auf die Permeabilitidt. Hypotonische Losungen iibten
dagegen einen Effekt auf das Permeationsverhalten der Arzneistoffe aus. Insbesondere fiihrte

die schwach hypotone Formulierung mit DSCG zur signifikanten Erniedrigung von Pjpy,.

Eine mogliche Erkliarung fiir diesen Befund sind die im biologischen Gewebe auftretenden
Verdnderungen im Zellvolumen. Die stark hypotonische Losung verursacht anfangs eine
Zunahme des Zellvolumens, um das osmotische Druckgefille auszugleichen. Danach erfolgt
eine gegenregulatorische Abnahme des Zellvolumens durch einen Ausstrom von Elektrolyten
und Wasser (,,aktive Transportprozesse) aus dem Zellinneren. Fiir die In-vitro-Permeations-
anordnung kommt neben diesem Effekt ein Volumenstrom von der hypotonischen zur
isotonischen Seite zustande, der als ,,solvent drag® bekannt ist [155, 156]. Von diesem
Fliissigkeitsstrom werden auch die Arzneistoffe erfasst. Salomon et al. [157] geben an, dass
die initiale Tonizitit auf diese osmotischen Volumenregulationsvorginge Einfluss nimmt. So
lasst die schwach hypotonische Losung die epithelialen Zellen vermutlich nur anschwellen,

ohne dass dabei im gleichen Mafle ein Fliissigkeitsstrom vom Donator- zum Akzeptor-
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kompartiment erfolgt und eine Regulation des Zellvolumens auftritt. Die Gréfe der ,,Poren*
der auf diese Weise gequollenen Membran nimmt moglicherweise ab. Das konnte einerseits
erkliaren, warum die Rindernasenschleimhaut fiir das gro3ere Molekiil DSCG aus der schwach
hypotonen Losung signifikant weniger permeabel (Papp Referenz > Papp schwach hypoton) 15t und fiir
OXY dagegen die Permeabilitét nicht beeintrachtigt wird. Andererseits konnte die behinderte
Permeation der drei Arzneistoffe (Papp stark hypoton > Papp schwach hypoton) aus dem schwach
hypotonen System, verglichen mit dem stark hypotonen System, ihre Ursache in den
moglicherweise auftretenden, in Abhédngigkeit von der initialen Tonizitdt des
Donatormediums unterschiedlich stark ausgeprdgten volumenregulatorischen Vorgéngen der
epithelialen Zellen haben. Diese Permeationsbehinderung erwies sich im Falle des grofleren
Molekiils DSCG wiederum als signifikant (z-Test).

Der Vergleich der Permeationdaten von OXY und XYLO zeigt, dass neben der Molekiilgrofle
der permeierenden Substanz auch die Lipophilie das Ausmal} des Tonizititseffektes auf die
biologische Membran zu beeinflussen scheint. Eine mdgliche Erklarung dafiir konnte sein,
dass die osmotisch bedingten Verdnderungen des Volumens der epithelialen Zellen auch auf
transzelluldre Transportprozesse Einfluss nehmen. Auch eine Beeinflussung der Polaritat der

epithelialen Zellmembran und ihrer Oberflicheneigenschaften ist denkbar [62].

Das permeabilititsmindernde Phidnomen fiir DSCG aus dem stark hypotonen Cromo
ratiopharm® (Tab. 7) an beiden Membranen konnen diese Versuche jedoch nicht erkliren. Die
hohere Konzentration der Substanz in dem FAM scheint fiir diesen Effekt verantwortlich zu

sein.

Der Formulierungsparameter Tonizitdt nahm auf das Permeationsverhalten der Arzneistoffe
durch die synthetische Membran keinen signifikanten Einfluss (Daten in 7.4 dokumentiert).
Alle Effekte, die durch Variation der Tonizitdit im Permeationsverhalten an der
Rindernasenschleimhaut auftreten, sind somit durch eine Wechselwirkung mit der
biologischen Membran bedingt.

D Einfluss des Isotonisierungsmittels

Nicht nur die Tonizitdt beeinflusst das Permeationsverhalten an biologischen Membranen,
sondern auch die Art des verwendeten Isotonisierungsmittels [37]. Fiir verschiedene
Isotonisierungsmittel sind in Abhéngigkeit von der Tonizitdt zwar gleiche Effekte auf die
Permeabilitdt von intestinalem Gewebe beschrieben worden, doch das Ausmal} der Effekte
unterschied sich zwischen den einzelnen osmotisch wirksamen Zusdtzen jedoch deutlich
[158].
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Permeationsstudien untersuchen den Einfluss der
Isotonisierungsmittel Sorbitol, Glukose und Natriumchlorid, die einem hypotonen
Phosphatpuffermedium (70 mOsmol/kg) zugefiihrt werden, auf die Permeabilitit der Mukosa
fiir die Modellarzneistoffe. In Tabelle 13 sind die ermittelten Daten der Permeationen durch

Rindernasenschleimhaut wiedergegeben.

Tabelle 13: Einfluss des Isotonisierungsmittels auf die Permeation durch Rindernasen-
schleimhaut

Isotonisierungsmittel Papp X 107 [cm/s] Qoo [11g] Qe [%0]
Natriumcromoglicat

Referenz! 1,41 + 0,23 185,09 + 74,42 3,08
Sorbitol 0,81 +0,17* 115,09 + 51,15 1,92
Glukose 0,80 +0,22* 140,23 + 70,46 2,34
Natriumchlorid 0,72+ 0,07* 113,87 + 22,61 1,90
Xylometazolinhydrochlorid

Referenz' 1,69+ 0,18 117,78 + 35,88 3,59
Sorbitol 4,12 +0,91 306,44 + 195,10 9,33
Glukose 1,19+ 0,47 101,24 + 79,48 3,08
Natriumchlorid 1,52+ 0,65 118,91 + 50,37 3,62
Oxymetazolinhydrochlorid

Referenz 0,78+ 0,11 88,12 +£11,30 2,54
Sorbitol 1,43 +£0,49 104,14 + 50,31 2,99
Glukose 1,39+ 0,24 103,59 £42.91 2,98
Natriumchlorid 2,19+ 0,62 162,04 + 79,23 4,66

! Die Referenz ist ebenfalls isotonisch mittels PBS.
* Signifikanz

Bei den Arzneistoffen OXY wund XYLO nahm der Formulierungsparameter
Isotonisierungsmittel auf deren permeierte Menge durch Nephrophan® keinen Einfluss
(Daten in 7.4 dokumentiert). Bei DSCG hingegen verringerte die Isotonisierung mit jeder der
Testsubstanzen den Py, signifikant (#-Test) gegeniiber der Referenz (Daten unter T4.3.1.5
dargestellt). Fiir Natriumcromoglicat liegt also ein Einfluss des Isotonisierungsmittels als
Formulierungsparameter vor, der folglich auch die Permeabilititswerte der biologischen
Membran determinieren wird. Dabei sind sowohl die Verdnderung der Losungseigenschaften
des Wassers durch Hydrotropierungs- (Glukose, Sorbitol) [78] oder Aussalzeffekte
(Natriumchlorid) [159] als auch Verdanderungen im Dissoziationsverhalten der Substanz selbst

in freie lonen denkbar.
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In der Tat dominierte fiir DSCG auch an der biologischen Membran (Tab. 13) der bei der
Verwendung der synthetischen Barriere festgestellte Formulierungseinfluss. Alle drei
Isotonisierungsmittel fiihrten zur signifikanten Erniedrigung von P,,,. Da die Effekte fiir
OXY und XYLO in dieser Form nicht feststellbar waren, scheinen fiir DSCG

substanzspezifische Komponenten das Permeationsverhalten zusitzlich zu beeinflussen.

Im Falle von OXY und XYLO fiihrte die Isotonisierung des Phosphatpuffers durch die
getesteten Isotonisierungsmittel zu einer eher erhohten Permeabilitit. Der Sorbitolzusatz
zeigte fiir XYLO eine markante Erhohung der permeierten Menge. Romejin et al. [160]
stellten bei der Uberpriifung des Einflusses von Formulierungsparametern auf die
Zilientétigkeit in vitro fest, dass ein Zusatz von Sorbitol die bekannten negativen Effekte von
BAC und XYLO deutlich verschlechterte. Als verantwortlich angesehen wird dafiir die
verbesserte Penetrationsfihigkeit der Substanzen in die Zilienzellen. Diese Uberlegung ist
auch fiir den hier beobachteten Effekt diskutabel und bestitigt gleichzeitig die Vermutung,

dass fiir XYLO transzelluldre Transportprozesse eine Rolle spielen konnen.

Der fiir OXY als wahrscheinlich anzunehmende parazellulire Transportweg dient
hauptsdchlich dem Transport von geladenen, hydrophilen Substanzen und ist damit ein Mal3
fir die Ionenpermeabilitit des Gewebes. Es ist denkbar, dass ionische Zusdtze diesen
Transportmechanismus stirker beeinflussen als den transzelluldren. Dafiir wiirde die

gefundene gesteigerte Permeabilitdt durch Natriumchlorid sprechen (Tab. 13).

Ein Fliissigkeitsstrom durch ein osmotisches Druckgefille ist bei dieser Versuchsanordnung
auszuschlieen, da in beiden Kompartimenten isoosmotische Losungen verwendet wurden.
Dennoch werden durch die Ungleichverteilung der enthaltenen Ionen Konzentrations-
gradienten und damit gegebenenfalls ein dem der Transportrichtung der Arzneistoffmolekiile
entgegengesetzter Diffusionsfluss induziert. Daneben konnen ionische Zusitze, z.B.
Natriumchlorid, den Ladungszustand der biologischen Membran verdndern [161]. Auch die
geladenen Arzneistoffe selbst konnen in Abhingigkeit von der Ionenstirke des Puffers (siche
Tab. 23) moglicherweise auf die Oberflichen- und Dipoleigenschaften von Mukosa und

epithelialen Membranen Einfluss nehmen [162].

Eine einheitliche Aussage fiir alle drei Arzneistoffe hinsichtlich des Isotonisierungs-
mitteleinflusses gestaltet sich als schwierig. Deutlich gezeigt werden konnte jedoch, dass
isotonisierende Zusitze iiber Wechselwirkungen mit der biologischen Membran und/oder den
verwendeten Arzneistoffen und nicht zuletzt {iber Wasserstrukturphdnomene das

Permeationsverhalten beeinflussen konnen.
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E Resiimee der Permeationsstudien

Die durchgefiihrten Permeationsstudien verdeutlichen fiir DSCG ein von XYLO und OXY
abweichendes Permeationsverhalten. Die vergleichende Betrachtung der P.,, von DSCG,
XYLO und OXY nach Permeation durch Rindermukosa und Nephrophan® lisst fiir die
meisten der untersuchten Formulierungsparameter keinen eindeutigen Zusammenhang
zwischen erfasstem Permeationsverhalten, molekularer Struktur und den physikalisch-

chemischen Eigenschaften der drei Arzneistoffe erkennen.

Dagegen zeigt die vergleichende Betrachtung der Permeationsdaten der Strukturanaloga OXY
und XYLO den erwarteten Zusammenhang zwischen Permeationsverhalten an der
biologischen Membran und ihrer unterschiedlichen Lipophilie sowie MolekiilgroBle. So
verhalten sich sowohl die VK der beiden Arzneistoffe als auch die P,,, nach Permeation mit
ihrer Referenzlosung wie 1:2,2. Die Formulierungsparameter Tonizitét, [sotonisierungsmittel,
EDTA und BAC beeinflussen, in Abhidngigkeit von den durch die Lipophilie bedingten
Transporteigenschaften der Substanzen, dementsprechend die Permeabilitit der
Rindernasenschleimhaut mehr oder weniger ausgepragt. So ist z. B. im Falle von XYLO, das
die Voraussetzung zu transzelluldrem Transport aufweist, die Wirkung des parazelluldren

Enhancers EDTA vergleichsweise gering.

Die In-vitro-Verfligbarkeit (Mukosa) von OXY und XYLO aus den FAM lasst sich durch die
Summation der Einzeleffekte erkldren. Die Vielzahl der sich iiberlagernden Einzeleffekte
gestattet allerdings Verallgemeinerungen hinsichtlich der Einfluss nehmenden Formulierungs-
parameter nur in begrenztem Umfang. So flihrt z. B. die Kombination von EDTA mit Sorbitol
(Xylo comod®) zu einer erhohten Permeabilitit der biologischen Membran fir XYLO
(Papp Xylo comod > Papp Referenz)  und — bestdtigt somit die aufgetretenen FEinzeleffekte. Die
Kombination der Konservierungsmittel BAC und EDTA in den FAM Nasentropfen E

ratiopharm®, Nasan® und Xylo von ct® hingegen nivelliert die Enhancerwirkung von EDTA.

(P app Xylo comod >P app Nasan — 4 app Nasentropfen E ratiopharm — P app Nasan)-

Aus den Nephrophan®-Permeationsversuchen mit OXY und XYLO (Papp oxy/xyro flr alle
untersuchten Formulierungen ohne signifikanten Unterschied (ANOVA)), Daten
dokumentiert in 7.4), bei denen eine direkte Membranbeeinflussung durch die Komponenten
der Formulierung ausgeschlossen werden kann, ist abzuleiten, dass die
Formulierungsparameter sehr wohl auf die biologische Membran einen Effekt ausiiben, der
entsprechend der Lipophilie und MolekiilgroBe der Arzneistoffe deren Permeationsverhalten

verandert.

Im Falle von DSCG nehmen die Formulierungsparameter sowohl auf die Permeation der

Substanz durch die biologische Membran als auch durch Nephrophan® Einfluss. Fiir die
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getesteten Isotonisierungsmittel war an beiden Membranen der gleiche, statistisch signifikante
(verglichen mit der Referenz) permeationsmindernde Effekt feststellbar. Der Zusatz der
Isotonisierungsmittel zu DSCG-Losungen zeigte damit einen Formulierungseinfluss auf
DSCG selbst. Die Formulierungsparameter EDTA, BAC und Tonizitét iibten lediglich an der
Rindermukosa Effekte auf das Permeationsverhalten von DSCG aus, die jedoch z. B. durch
die Bildung des lonenpaares mit BAC oder die selbstenhancenden Fahigkeiten von DSCG

stark wirksubstanzspezifisch sind.

Verallgemeinerungen zu den erfassten einflussnehmenden Formulierungsparametern
(Eigenrezepturen) auf das Permeationsverhalten von DSCG anhand der P,p,, die aus den
DSCG-FAM resultierten, gestalten sich durch die Vielzahl und Komplexitidt der moglichen
Effekte als schwierig. Das hat nicht zuletzt auch seine Ursache darin, dass DSCG
konzentrationsabhéngige Effekte im Permeationsverhalten sowohl an der biologischen
(Papp FAM (20 mg/ml) < Papp Eigenrezepturen (2 mg/m1)) als auch an der synthetischen Membran (Pypp 20
mg/ml < Papp 2 mgrmi, siche T 4.3.3.1, Tab. 16 und 17) zeigt und die Konzentration von DSCG in
den FAM 20 mg/ml in den Eigenrezepturen hingegen nur 2 mg/ml betragt.

4.2.2.2  Mucinwechselwirkungsstudien

Der Einfluss der in den Permeationsstudien untersuchten Formulierungsparameter
Isotonisierungsmittel, Tonizitdt, EDTA und BAC wurde auch in Hinblick auf eine
Wechselwirkung mit dem nasalen Mukus untersucht. Dabei wurde {iberpriift, ob der Zusatz
der verwendeten Hilfsstoffe und/oder Puffersysteme verschiedener Tonizitét selbst, also der
arzneistofffreien Formulierungen, die rheologischen Parameter der Mucinmodelldispersion
verdndert oder auf eine mogliche Wechselwirkung der Arzneistoffe mit den

Mucinglykoproteinen Einfluss nimmt.

Die Mucinwechselwirkungsstudien zum Einfluss der Formulierungsparameter wurden unter
Verwendung einer oszillationsrheologischen Methode durchgefiihrt (T 5.2.5.1). In Analogie
zur Viskosititsbestimmung bei der Ermittlung des Mukoadhésionsindex (I 4.2.1.3) wurden
die bei einer mittleren Kreisfrequenz (@w=16,91/s) dem Frequenzssweep des
Oszillationsversuches entnommenen oszillationsrheologischen Groflen Speichermodul G,
Verlustmodul G'* und Komplexe Viskositiit |n* der Mucindisperion vor und nach dem Zusatz
der zu untersuchenden Formulierungen verglichen. Dabei stellt die Komplexe Viskositit eine
zusammengesetzte Grofle aus den elastischen (G') und viskosen (G'') Eigenschaften der
Messproben dar. Dariiber hinaus wurde auch der Frequenzabhingigkeit der
oszillationsrheologischen Groflen Rechnung getragen. Beispielhaft wurden der graphischen
Darstellung ,,log G gegen log w (Kreisfrequenz)®, die die belastungsabhédngige Elastizitét der
Messprobe beschreibt, die Steigungen (m) der resultierenden Geraden und ihr Schnittpunkt

mit der y-Achse (y4) entnommen.
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Als Kriterium fiir einen vorliegenden Formulierungseinfluss auf die rheologischen Parameter
der Mucindispersion wurde die Lage der ermittelten Werte der arzneistofffreien und
arzneistofthaltigen Mucin/Formulierungs-Gemische auflerhalb der 95 % Konfidenzintervalle
der Werte der Mucindispersion (M) bzw. Mucin/Arzneistoff-Mischungen betrachtet, die in
Tabelle 14 angegeben sind.

Tabelle 14: 95 % Konfidenzintervalle der oszillationsrheologischen Grofsen des Mucins bzw.
der Mucin/Arzneistoff-Mischungen

G’ [Pa] G’ [Pa] |7 *| [Pas] m [Pa/s] VA [Pa]
Mucindispersion
M 3,71...4,01  882...9,02 0,56...0,60 1,412 ...1,466 1,351...1,270

Mucin/Arzneistoff-Mischungen

M/DSCG  5,84...7,32 1046...12,64 0,72...0,88 1,059...1,188 0,542 ... 0,765
M/OXY 3,86 ... 4,18 851...9,01 0,57...0,59 1,413 ...1,462 1,271 ...1,349
M/XYLO  3,75...3,95 8,63...9,13 0,57...0,61 1,423 ...1,469 1,269 ... 1,347

M Mucindispersion

Von den ermittelten rheologischen Grofen der untersuchten Formulierungen (wirkstofffreie
Eigenrezepturen, s. Abschnitt 4.2.2) im Gemisch mit Mucin bzw. der Mucin/Arzneistoff-
Kombination lag keine auflerhalb des jeweiligen berechneten Konfidenzintervalls. Batts et al.
[138] konnten bei Zusatz von BAC und EDTA zu einer Mucindispersion auch keine
Verdnderung der rheologischen Parameter im Oszillationsversuch finden. Oechsner et al. [89]
ermittelten dagegen fiir BAC konzentrationsabhingig (0,1 mg/ml) mittels einer rotationsrheo-

logischen Viskosititsbestimmung sogar negative Mukoadhésionsindizes (M-Ix = - 0,83 Pa).

Die Eigenrezepturen (Referenz) der alpha-Sympathomimetika OXY und XYLO zeigten, wie
schon ihre Fertigpriaparate (4.2.1.3), keinen Effekt auf die erfassten oszillationsrheologischen
Parameter der Mucindispersion. Selbst Versuche von OXY mit einer DSCG dquimolaren

Konzentration in PBS fiihrten zu keiner messbaren Veranderung (T 4.3.3.5).

Der ,adhdsive Effekt von DSCG auf die oszillationsrheologischen Charakteristika der
Mucindispersion (Tab. 14) wurde von keinem der getesteten Formulierungsparameter
statistisch signifikant beeinflusst (ANOVA).
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4.2.2.3  Vitalitit und Integritiit der Mukosa

Nach erfolgten Permeationen wurden Kontrolluntersuchungen zur Integritdt und Vitalitit der

biologischen Membran durchgefiihrt.

A Lactatdehydrogenase- und Proteinbestimmungen

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob die verwendeten Arzneistoffe, zugesetzte
Hilfsstoffe und/oder verwendete Puffersysteme auf die Membran einen schiddigenden Einfluss
ausiiben, wurde, wie wiederholt in der Literatur beschrieben [56, 163, 164], versucht, die
Laktatdehydrogenase (LHD) als intrazellulires Enzym und damit als direkten Marker fiir
Membranschddigungen in den Donator- und Akzeptormedien der Permeationsversuche zu
bestimmen. Dariiber hinaus erfolgte als unspezifisches Vertréglichkeitsmal} die Erfassung der
Gesamtproteine in den Kompartimenten nach der Permeation. Im Gegensatz zu histologischen
Untersuchungen kann ein schiadigender Einfluss auf diese Weise quantitativ und ggf.

einfacher ermittelt werden [165].

Die Bestimmung der LDH war in allen DSCG-haltigen Systemen nicht mdglich, da die
Wellenldnge, bei der das farbige Reaktionsprodukt unter Verwendung eines Testkits
absorbiert, im Bereich der Absorptionswellenldinge von DSCG (4 =326 nm) liegt. Eine
Verdiinnung war infolge der geringen Menge an LDH (Literaturwerte [163]) nicht
durchfiihrbar. Die Bestimmung zeigte sich zudem in starkem MalBle vom verwendeten

Puffersystem und/oder Hilfsstoffzusatz abhéngig.

Die im Verlauf einer Permeation aus der Membran freigesetzten Mengen an Protein lassen
sich zur einfachen Feststellung einer unspezifischen Membranschiddigung heranziehen, denn
sie konnen intrazelluldre Proteine und Membranproteine, aber auch Glykoproteine des nasalen
Mukus [56, 166] erfassen. Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in den Donatoren und
Akzeptoren der Permeationsversuche (T 5.2.7) erfolgte nach der Bestimmungsmethode von
Lowry [167], die auf einer Reaktion von Phosphormolybddnwolframséure (Folin-Ciocalteau-
Reagenz) und Kupfer(Il)-Salzen (Lowry-Reagenz) mit den funktionellen Gruppen von
Aminosduren beruht. Die Lowry-Reaktion stellt zwar eine du3erst empfindliche Methode der
Proteinbestimmung dar, weist aber nur geringe Selektivitit auf. Eine Kalibrierung fiir jedes
Puffersystem und jeden Hilfsstoff-/Arzneistoffzusatz ist daher erforderlich [168].

Die Ultrazentrifugation (T 5.2.7) zum ,,Entsalzen” der Donatoren und Akzeptoren ist eine
Moglichkeit, um den Einfluss storender Substanzen auf die Bestimmung auszuschalten.
Dieser analytische Aufwand erschien jedoch weder im Falle der routineméafigen Bestimmung

der LDH noch bei der Erfassung der Gesamtproteine im Rahmen der Permeationsstudien als
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gerechtfertigt, wurde aber beispielhaft fiir die Bestimmung der Proteingehalte in den
Inkubationsfliissigkeiten und Permeationskompartimenten im Rahmen der Versuche der In-

vitro-Penetration von DSCG in Rindernasenschleimhaut (T 4.3.2) unternommen.

Vorversuche zu den Proteinbestimmungen im Rahmen der Permeationsstudien mit DSCG

ergaben folgende Ergebnisse:

e Der Proteingehalt der unbehandelten Membran betrdgt (48,03 + 4,43) %. Nach
einer Permeation (EBS, arzneistofffrei) liegt der Proteingehalt bei (41,52 + 5,24) %.

e Das durchschnittliche Trockengewicht der Membran iiber der Diffusionsflache liegt
bei 2 mg, d. h., dass wéhrend einer Permeation maximal ca. 330 ug Gesamtproteine
(entspricht einer Abnahme des Proteingehaltes um ca. 6,5 %, siche oben) freigesetzt
werden konnen, ohne dass ein schddigender Einfluss vorliegt. Fiir jedes
Kompartiment (3 ml Volumen) resultieren also folglich maximal 150 pg bzw.
50 pg/ml. Die Bestimmungsgrenze dieser Methode liegt bei 30 pg/ml.

e Am Ende einer arzneistofffreien Permeation mit EBS ohne Austausch der
Vorinkubationslosung lagen im Akzeptor 106,62 ug und im Donator 166,35 ug
Gesamtproteine vor. Diese Menge entspricht bei einem ermittelten Wassergehalt
der Membran von ca. 85-90 % und dem hypothetischen Proteinverlust von 6,5 %
ungefdahr dem theoretischen Wert von 200 pug. Bei dem gleichen Versuch mit
Austausch der Vorinkubationsfliissigkeiten konnte 1im Akzeptor keine
Proteinmenge quantifiziert werden, im Donator betrug die Menge Gesamtprotein
ca. 10 pg.

e Die Bestimmung der Proteingehalte der Membranen nach den Permeationen der
verwendeten hypotonischen Lésungen liel zwar eine tendenziell groBere Abnahme
des Proteingehaltes der Membran erkennen, jedoch lassen die Fehlergrenzen keine
statistisch gesicherte Aussage zu.

e In den Akzeptoren der Permeationsstudien zur Erfassung der In-vitro-Penetration
von DSCG in Rindernasenschleimhaut konnte nach einer Ultrazentrifugation fiir
kein System (arzneistoftfrei, arzneistoffhaltig) eine quantifizierbare Menge Protein
gefunden werden. Die Proteinmengen in den Donatoren lagen alle unterhalb der
Bestimmungsgrenze. Tendenziell zeigten alle natriumcromoglicathaltigen Systeme

eine leicht erh6hte Proteinfreisetzung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fiir keines der verwendeten arzneistofffreien
Systeme eine markante Erhohung der freigesetzten Proteine, verglichen mit EBS als
Positivkontrolle, gefunden wurde. Der groBte Teil des Proteinverlustes ereignete sich wahrend
der Vorinkubation. Anzunehmen ist, dass akzeptorseitig Bindegewebsreste und donatorseitig

ein grofler Teil der Mukusschicht extrahiert wurden.
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B Leitfihigkeitsmessungen

Als weitere Methode zur Erfassung der Integritdit der Rindernasenschleimhaut im

Zusammenhang mit den Permeationsstudien wurden Leitfahigkeitsmessungen herangezogen.

Beim Anlegen einer Wechselspannung hoher Frequenz an platinierte Platinelektroden, die
sich in einem Elektrolyten befinden, resultiert durch den Transport der enthaltenen
Ladungstrager ein Stromfluss. Die spezifische Leitfdhigkeit, als Kehrwert des spezifischen
Widerstandes eines solchen Systems, ist durch Konzentration, Wertigkeit und Wanderungs-
geschwindigkeit der Ionen (Ladungstriger) eindeutig festgelegt. Die den Leitfahigkeits-
messungen zugrunde liegende GesetzmaBigkeit, das Ohmsche Gesetz, erfordert, dass
Vorgidnge an den Elektroden, also Polarisationserscheinungen, Feldstirkeeffekte und
frequenzabhingige Effekte unterdriickt werden. Das wird durch die Verwendung einer

hochfrequenten Wechselspannung und platinierter Elektroden erreicht [169].

Sind die beiden Elektroden einer solchen Leitfdhigkeitsmesszelle durch eine biologische
Membran getrennt, kann der Strom theoretisch auf zweierlei Weise iliber die trennende
Membran flieBen:

e UmflieBen der epithelialen Zellen

e DurchflieBBen der epithelialen Zellen [170]

Da biologische Zellmembranen durch ihren strukturellen Aufbau als ausgezeichnete
Isolatoren [171] fungieren, werden sie kapazitiv iiberbriickt. Der Strom flie3t zwischen den
Zellen, d. h. durch den Interzellularraum. Der messbare transepitheliale Widerstand eines
solchen Systems resultiert aus dem Widerstand des Elektrolyten und dem parazelludren
Widerstand, der sich aus dem Widerstand des Interzellularraumes und dem der Tight -
junctions zusammensetzt. Da der Widerstand des Interzellularraumes lediglich einen
marginalen Anteil am parazelluliren Widerstand hat, ist letzterer Ausdruck fiir den
Widerstand der Tight-junctions, resultierend aus ihrer Anzahl und ihrem Offnungszustand im
Sinne der Querschnittsfliche des elektrolytischen Leiters [50]. Der auf diese Weise ermittelte
TEER-Wert ist ein MaB fiir die Ionenpermeabilitdt. Er ist somit ein hilfreiches Mittel zum
Untersuchen der funktionellen Integritit einer biologischen Membran und deren Permeabilitét
fiir hydrophile, ionische Verbindungen, also parazelluldre Transportprozesse. Die unter 3.3.2
beschriebene Messanordnung zur Erfassung des TEER-Wertes bezieht sich letztlich auch auf
die Erfassung der fiir den Stromfluss zur Verfiigung stehenden Querschnittsfldche, jedoch

werden aktive Ionentransportprozesse des Gewebes miterfasst.

Fiir Monolayer intestinaler Zellkulturen sind klare Zusammenhédnge zwischen Integritit,
Permeabilitit und TEER ermittelt worden [148, 149]. Fiir das Modell Rindernasen-

schleimhaut erweist sich diese Versuchsanordnung als grundsitzlich schwierig, da dieses
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,leaky* Epithel lediglich TEER-Werte von ca. 40 Q cm? aufweist [42]. Bei der verwendeten
Apparatur mit einer Membranfliche von ca. 0,6 cm” bedeutet das noch mal eine Reduktion
um 40 %. Schmidt et al. [67] fanden, dass bei Rindermukosa, im Falle von Mannitol als
Marker fiir parazellulire Transportmechanismen, kein Zusammenhang zwischen TEER und
erhohter Permeabilitidt bestand. Wikman-Larhed et al. [53] und Borchardt et al. [52]
bestétigen, dass der Transport parazelluldrer Markersubstanzen sogar im Falle intestinaler
Zellkulturen ein deutlich sensibleres Permeabilitdtsmal} als der TEER-Wert darstellt, obwohl
z. B. fiir die intestinale Zelllinie Caco-2 transepitheliale Widerstinde von iiber 600 Q cm®

charakteristisch sind.

Die Ergebnisse der nach 5.2.1.6 durchgefiihrten Leitfahigkeitsmessungen lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

Equilibrierungsphase (30 min)

e Fiir Nephrophan® ergaben die Leitfahigkeitsmessungen keinen Unterschied zum
membranfreien Permeationssystem, wenn beide Kompartimente mit EBS befiillt
wurden. Innerhalb der Vorinkubationszeit konnte keine Verdnderung der
Leitfahigkeit festgestellt werden.

e Bei der Verwendung der Rindernasenschleimhaut unterschieden sich die
Ausgangsleitfahigkeiten fiir die individuellen Membranen deutlich. FEine
Veranderung der Leitfahigkeit wihrend der Equilibrierungsphase war festzustellen.
Somit ergab sich ein Unterschied zur synthetischen Membran.

Hauptpermeationsversuch (60 min)

e Eine Korrelierbarkeit von verdnderter Membranpermeabilitit mit der erfassten
Leitfahigkeit war nicht gegeben.

e Einfliisse der Hilfsstoffe BAC und EDTA auf die Leitfdhigkeitswerte sowie
Unterschiede fiir die drei Arzneistoffe konnten nicht festgestellt werden.

e Bei den Permeationen aus hypertonen, hypotonen und mit Sorbitol, Glukose bzw.
Natriumchlorid isotonisierten Losungen konnten folgende, fiir alle drei Arzneistoffe
in gleicher Art und Weise auftretenden Effekte beobachtet werden (Abb. 17):
Neben der Arzneistoffdiffusion erfolgt durch beide Membranen eine Diffusion der
in den Puffern enthaltenen Ionen und/oder der Wassermolekiile, was durch
Anderung der Leitfihigkeitswerte erfassbar ist. Dabei ergibt Natriumchlorid eine
geringfiigige Erhohung der Messwerte, wahrend die Isotonisierung mit Glukose
und Sorbitol die Leitfdahigkeit drastisch mindert. Die in den Puffern enthaltenen
Ionen diffundieren durch die kiinstliche Membran erheblich schneller, was z. B. in
der stirkeren Zu-nahme der Leitfdhigkeit — verglichen mit der Leitfahig-
keitszunahme an Rindermukosa — {iiber die Versuchsdauer von 60 min bei
Verwendung der Isotonisierungsmittel Sorbitol und Glukose seinen Ausdruck
findet (Abb. 17 A).
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Abbildung 17:  Verinderung der Leitfihigkeit iiber die Versuchsdauer mit Nephrophan®
(--—--) oder Rindernasenschleimhaut (—) als Membran
A: PBS 70 mOsmol/kg, isotonisiert mit: () Sorbitol, (ll) Glukose, (A) Natriumchlorid
B: PBS (#) 70, (H) 170, (A) 350 (mOsmol/kg)

AbschlieBend ist zu konstatieren, dass selbst eine Ja/Nein-Aussage hinsichtlich Vitalitt,
Integritdt und Vertraglichkeit der verwendeten Losungen gegeniiber der Membran aus den
Versuchsdaten nur schwer méglich ist. Das verdeutlichen die prinzipiell fiir die Nephrophan®-
Membran und Rindermukosa gleichen Leitfdhigkeitsdinderungen. Die bei der verwendeten
Messanordnung erfasste Leitfahigkeit {iber die Membran konnte nicht um die Leitfahigkeit
des Elektrolyten korrigiert werden, da donator- und akzeptorseitig verschiedenartige Medien
verwendet wurden. Der Hauptanteil der gemessenen Leitfdahigkeit resultierte folglich aus der
Leitfahigkeit des Elektrolyten. Weiterhin hatte die Drehbarkeit der Diffusionszellen (s. Abb.
5), die zu unterschiedlicher Positionierung der Elektroden fiihrte, einen nachteiligen Einfluss
auf die Reproduzierbarkeit und damit Vergleichbarkeit der Werte. Aus einer hypothetischen
Abnahme des TEER-Wertes um 50 % wiirde eine Widerstandsabnahme von ca. 8 Q
resultieren. Zur Erfassung dieser Verdnderung besall jedoch die verwendete Messanordnung

eine nichtausreichende Empfindlichkeit.

Die aufgetretene Verdnderung der Leitfahigkeitswerte wahrend der Vorinkubation bei der
Verwendung von Rindernasenschleimhaut als Membran sprechen fiir vorhandene Vitalitit.
Durch Offnungs- und SchlieBungsvorginge der TJ im vitalen Gewebe verindert sich die
Querschnittsflache des Leiters im Sinne des Widerstandes fiir die Ionenbeweglichkeit und

damit die Leitfdahigkeit des gesamten Systems.

Gezeigt werden konnte durch die Leitfahigkeitsuntersuchungen in der Equilibrierungsphase,
dass Nephrophan® die Diffusion der in den Puffersystemen enthaltenen lonen nicht
einschriankt. Der Strom kann ungehindert durch die Membran flieBen. Zugleich kann daraus

geschlussfolgert werden, dass sich der Quellungszustand der vorgequollen verwendeten
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Membran nicht dndert. Quellungsversuche, deren Ergebnisse in Tabelle 15 dargestellt sind,

bestétigen diese Schlussfolgerung.

Tabelle 15: Quellungsverhalten von Nephrophan® und Rindermukosa (Angabe in % (m/m)
vom Trockengewicht)

Vorinkub. EBS PBS PBS/70 PBS/350 Wasser
Nephrophan®
keine n.b. 7796 £ 17,41 78,39+ 14,11 77,99 +15,75 78,57+ 14,36
Rindernasenschleimhaut
keine 88,49 £25,70 86,54 £28,31* 84,99 +35,21* 86,73 £30,40 n.b.
EBS 92,98 +£ 19,33 91,52 £23,04* 90,18 £23,99* 91,62 + 14,13* n.b.
Triton® 91,32+ 28,45 90,65+20,52 89,82 +28,53 90,56 +18,51 n.b.

* signifikant vom EBS-Wert (#-Test),
n. b. nicht bestimmt
Vorinkub.  Vorinkubation (Triton®: 1 % (m/V) in EBS)

Das Quellungsverhalten der Rindermukosa in den untersuchten Pufferlosungen verschiedener
Zusammensetzung oder Tonizitdt, ggf. nach Vorinkubation mit der als nachgewiesen
membranschidigenden Substanz Triton® [136], spiegelt die in vitalem biologischem Gewebe
auftretenden regulatorischen Verdnderungen des Zellvolumens in nichtisotonischen Medien,
die bereits unter 4.2.2 beschrieben wurden, wider. Dieses Ergebnis unterstiitzt daher zugleich
die Behauptung einer vorhandenen Vitalitit des verwendeten exzidierten Gewebes, denn nach
Vorinkubation des Gewebes mit Triton® treten die volumenregulatorischen Vorginge nicht
auf (sieche Tab. 15). Gleichzeitig kann das ermittelte Quellungsverhalten der Rindermukosa
die geringere Zunahme der Leitfahigkeit bzw. die kleineren P, der Permeationsstudien mit
dem schwach hypotonischen System, verglichen mit dem stark hypotonen Phosphatpuffer,
erkliaren. Das schwach hypotone System ldsst die epithelialen Zellen nur anschwellen (Masse
der inkubierten Membran nimmt zu); die Ionenbeweglichkeit durch die Membran
(Leitfdhigkeitszunahme iiber die Versuchsdauer, Permeabilitit fiir die Arzneistoffe) nimmt ab.
Das stark hypotone System bewirkt dagegen durch die gegenregulatorische
Volumenverinderung weder eine signifikante Massenzunahme noch markante Permeabilitats-

verdnderung der Membran.

Da bei den mit Glukose, Sorbitol und Natriumchlorid isotonisierten Systemen im Falle von
Nephrophan® eine Quellung der Membran und ein osmotisch bedingter Fliissigkeitsstrom
auszuschlieBen sind, kann die Zu- oder Abnahme der Leitfahigkeit (Abb. 17 A) nur durch
eine Verschiebung von Ladungstrigern in beiden Kompartimenten zustande kommen.

Versuche mit Leitfahigkeitsmessungen in den jeweiligen Einzelkompartimenten, d. h.
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nicht iiber die Membran, zeigten z. B. im EBS-haltigen System eine Leitfahigkeitsabnahme
iiber die Versuchsdauer von 60 min, im sorbitolhaltigen Kompartiment dagegen eine
Zunahme (Daten nicht dargestellt). Diese Verdnderung der Leitfahigkeit folgte jeweils keinem

linearen Zusammenhang; sie ergibt sich aus der ,,Wanderungsgeschwindigkeit* aller Ionen.

4.3 Spezielle Untersuchungen mit Natriumcromoglicat

Die vorausgehenden Untersuchungen lieBen fiir Natriumcromoglicat eine Vielzahl von
Variablen mit Einfluss auf das Permeationsverhalten erkennen. Da OXY und XYLO infolge
der geringen zu erwartenden systemischen Verfiigbarkeit nach nasaler Applikation und damit
dem weitgehenden Ausschluss einer Einflussnahme durch Formulierungsparameter bei
gleichzeitiger Gefahr schwerwiegender resorptiver Nebenwirkungen nach Verschlucken
(T 3.4.1.2) nicht in die In-vivo-Untersuchungen dieser Arbeit einbezogen wurden, wurde auch

das Schwergewicht weiterfithrender In-vitro-Studien auf DSCG gelegt.

Die Ausfilhrungen unter 4.2.2 haben verdeutlicht, dass DSCG zum einen ein
konzentrationsabhéngiges Permeationsverhalten aufweist und zum anderen Wechsel-
wirkungen mit den verwendeten Vehikeln und/oder Hilfsstoffen verursacht. Untersuchungen
verschiedener physikalisch-chemischer Parameter, vertiefende Permeations-/Penetrations-
studien sowie rheologische Untersuchungen sollen im Folgenden dieses Verhalten bzw. die

Wechselwirkungen ndher charakterisieren.

4.3.1 In-vitro-Permeation
4.3.1.1 Einfluss der Natriumcromoglicatkonzentration
A Physikalisch-chemische Untersuchungen

Starke Elektrolyte liegen in wissrigen Losungen zumeist vollstdndig ionisiert vor. Dennoch
wird beobachtet, dass konzentrationsabhéngige Eigenschaften, wie z. B. die Gefrierpunkts-
erniedrigung, mit steigender Konzentration nicht im erwarteten MaBle zunehmen. Mit
Konzentrationszunahme treten ndmlich, durch die ,,Atmosphire” aus entgegengesetzt
geladenen Ionen, vermehrt elektrostatische Anziehungskrifte und Ionenassoziationen auf. So
kann ein starker Elektrolyt vollkommen ionisiert, aber trotzdem unvollkommen in freie Ionen
dissoziiert sein. Man kann also sagen, dass eine Losung eine ,,effektive Konzentration* oder
eine Aktivitdt hat [134].
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Fiir Natriumcromoglicat ist mit steigender Konzentration (2 bis 50 mg/ml, Daten in 7.3
dokumentiert) zu konstatieren, dass
o die Gefrierpunktserniedrigungen und die Leitfihigkeiten der Losungen nicht in
dem Malfe steigen wie deren Konzentration,
e die dynamische Viskositdt der Losungen mit steigender Konzentration
iiberproportional zunimmt und
e die Viskositidtszunahme und Leitfahigkeitszunahme eine unverhéltnismifBige
Temperaturabhéngigkeit zeigen.

Die Leitfihigkeit der wissrigen Losungen von DSCG zeigt mit Zunahme der
Arzneistoffkonzentration ein deutlich abweichendes Verhalten von dem eines starken
Elektrolyten (Quadratwurzelgesetz nach Kohlrausch [78]). Diese ,,konstitutive physikalische
Eigenschaft“ wird also in ausgepriagtem MalBe durch die kolligativen Eigenschaften,

diejenigen, die von der Anzahl der Molekiile in der Losung abhéngen, iiberlagert.

Die Gefrierpunktserniedrigung, als kolligative und damit konzentrationsabhingige
Eigenschaft, zeigt eine unverhédltnisméfBige Konzentrationsabhédngigkeit fiir DSCG.

Oberhalb einer Konzentration von 10 mg/ml DSCG sind sowohl fiir die Leitfahigkeit als auch
fir die dynamische Viskositit und Gefrierpunktserniedrigung der Losungen deutliche
Verdnderungen zu erkennen. Diese Verdnderungen treten besonders deutlich bei Verwendung
von PBS als Losungsmittel hervor. Besonders markant ist der sprunghafte Anstieg der
dynamischen Viskositit der gepufferten Losungen bei Konzentrationen > 10 mg/ml DSCG
(Abb.18).

Die Oberflichenspannung der wissrigen und gepufferten DSCG-Losungen wird im
Vergleich zum Wasser nicht erniedrigt. Der pH-Wert der Losungen liegt konstant zwischen
6,2 und 6,5.
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Abbildung 18: Dynamische Viskositit [mPas] von DSCG steigender Konzentration in PBS
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Die sprunghafte Anderung physikalischer Eigenschaften der Losung eines Stoffes mit
Erhohung seiner Konzentration deutet auf eine Assoziation der gelosten Molekiile hin: eine
kolloidale Losung entsteht [134]. Kolloidale Losungen durch Molekiilassoziationen zeigen
eine Vielzahl charakteristischer und nichtlinear zusammenhéngender physikalischer
Eigenschaften [172].

Fir DSCG-Losungen mit einer Konzentration iiber 10 mg/ml kann ein ,kolloidaler*"
Losungszustand angenommen werden. Insbesondere der iiberproportionale Anstieg der
Viskositit dient als eindeutiges Indiz fiir die Entstehung von Molekiilassoziaten [159]. Auch
die zu beobachtende ausgeprigte Temperaturabhingigkeit der Viskositit (20°C
verglichen mit <10°C), die durch Zunahme von Wasserstoffbriickenbindungen mit
abnehmender Temperatur bedingt ist [159], das Auftreten eines Kldrungspunktes [173] sowie
die Opaleszenz der DSCG-Losungen (> 10 mg/ml) [174] deuten darauf hin. Durch Zusatz von
Natriumchlorid kann bei Temperaturen < 10°C eine Koagulation der Assoziate, ein
»Aussalzeffekt, beobachtet werden. Die solvatisierten Kolloide lagern sich infolge von
Entladungsvorgingen, unter Verlust ihrer Solvathiille, zusammen [159]. Dieser Vorgang ist
beim Erwdrmen reversibel. Alle diese fiir DSCG in Abhéngigkeit von der Konzentration

beobachteten physikochemischen Phianomene lassen auf Selbstassoziationen schlie3en.

Jedoch ist aufgrund der fehlenden Oberflachenaktivitit der DSCG-Losungen nicht von
klassischen ,,Assoziationskolloiden®, die durch Konzentrationserhohung geloster, amphiphiler
Substanzen entstehen, auszugehen. So konnte auch mit Eosin-Natrium, einem Farbstoff der
sich in mizellare Strukturen einlagert, keine Verdnderung in Intensitit und Wellenldnge des
Absorptionsmaximums dieses Farbstoffs registriert werden (Daten nicht dargestellt).
Desweiteren  beeinflussen  Elektrolytzusdtze und  Temperaturverdnderungen den
Konzentrationsbereich der fiir Assoziationskolloide charakteristischen , Kritischen
Mizellbildungskonzentration* (CMC) im Falle von DSCG (ca. 10 mg/ml) nicht (Abb. 19); auf
die CMC Kklassischer Assoziationskolloide nehmen sowohl Temperatur als auch zugesetzte
Elektrolyte Einfluss [134].

Das gefundene idealviskose FlieBverhalten einer Losung von DSCG (50 mg/ml) in PBS {iber
einen Schergeschwindigkeitsbereich von 10 bis 100 1/s, das fiir einen hohen Ordnungsgrad
und starke intermolekulare Wechselwirkungen (Daten in Anhang 7.3 dokumentiert) spricht

sowie die von Champion et al. [175] beschriebene Bildung lyotroper fliissig-kristalliner

! Disperse Systeme, bestehend aus einer dispersen Komponente und einem Dispersionsmedium, werden nach der
GroBe (durchschnittlicher Teilchendurchmesser) des dispergierten Materials in molekular-, kolloid- und
grobdisperse Systeme unterschieden, wobei die Klassengrenzen zum Teil willkiirlich festgesetzt sind. Die
kolloiden Systeme, die im Sinne der klassischen Phasenlehre weder als homogen noch heterogen anzusehen
sind (Ubergangssystem), lassen sich nach der Art der Wechselwirkung in Molekiil-, Assoziations- und
Dispersionskolloide unterteilen.

Die Zuordnung der DSCG-Ldsungen (> 10 mg/ml) zu den ,kolloidalen” Systemen erfolgte anhand der fiir
kolloidale Systeme charakteristischen makroskopischen Eigenschaften der DSCG-Ldsungen. Die eindeutige
Zuordnung durch eine TeilchengréBenbestimmung der dispersen Phase wurde nicht vorgenommen.
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Mesophasen in sehr hohen DSCG-Konzentrationen sprechen allerdings wiederum fiir

Assoziationskolloide.

Die Bildung fliissig-kristalliner Phasen von DSCG wurde im Zusammenhang mit der
Untersuchung der ungewoOhnlichen Wasseraufnahmefdhigkeit der Substanz studiert [175].
Nach diesen Untersuchungen assoziieren bis zu 260 Molekiile unter Einbeziehung von
Wassermolekiilen durch intra- und intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen [172].
Auch hydrophobe Wechselwirkungen im Inneren der Assoziate spielen dabei eine Rolle
[176].
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Abbildung 19: Photometrische Bestimmung der ,,CMC* von DSCG

Das Vorliegen von assoziierten DSCG-Molekiilen wurde fiir Konzentrationen iiber 10 mg/ml
in der Literatur beschrieben [175]. Anzunehmen ist durch die vorliegenden Untersuchungen,
dass in etwa 10 mg/ml der kritische Konzentrationsbereich ist, in dem die Assoziatbildung
anhand der Verdnderung der physikochemischen Eigenschaften der Losungen eindeutig
nachweisbar ist (Abb. 18, 19). Champion et al. [175] geben aber auch an, dass bereits ab

5 mg/ml starke intermolekulare Wechselwirkungen in den Losungen einsetzen.

Sowohl die Assoziation einzelner Molekiile unterhalb der ,,CMC* (< 10 mg/ml) als auch die
Entstehung der kolloidalen Assoziate (> 10 mg/ml) kénnen die konzentrationsabhingigen
physikochemischen Eigenschaften der Losungen und damit ihre Abweichung vom ,,normalen

Verhalten* eines starken Elektrolyten erkliren.

Der strukturellen Aufklarung der entstehenden Assoziate konnte in dieser Arbeit kein Platz
eingerdumt werden. Der Untersuchung des Einflusses der Formulierungsparameter auf
relevante physikalisch-chemische Parameter der DSCG-Losungen in Hinblick auf eine

verdnderte Permeabilitdt an der biologischen Membran kam ungleich mehr Bedeutung zu. Im
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Folgenden wird vor allem der Einfluss der Konzentration auf das Permeationsverhalten von

DSCG in PBS an der synthetischen und biologischen Membran untersucht.

B In-vitro-Permeation

Diffusion beruht auf der Eigenbeweglichkeit der Teilchen durch Brownsche Molekular-
bewegung unter der Triebkraft eines bestehenden Konzentrationsgradienten. Bei einem
membrankontrollierten System sind, wie bereits erwahnt ({ 4.2.1.2), im ,,quasi-stationdren‘
Zustand die Konzentrationen in Donator und Akzeptor verschieden; der Konzentrations-
gradient in der Membran ist jedoch konstant. Mit zunehmendem Konzentrationsgradienten
zwischen Donator und Akzeptor sollten die Permeabilititsraten, d. h. der Stoffdurchdritt pro
Zeiteinheit [pg/min] in dem MaBe ansteigen wie sich die Konzentration der permeierenden
Substanz im Donator erhoht. Tatsdchlich folgt die Stirke des Diffusionsflusses aber der
thermodynamischen Aktivitdt, der sogenannten ,effektiven Konzentration“ eines Stoffes
[134, 177], was dazu fithren kann, dass sich die P, fiir verschiedene Konzentrationen einer

Substanz unterscheiden.

Die Betrachtung der Permeationsdaten von DSCG durch Nephrophan® (Tab. 16)
veranschaulicht diese Tatsache. Mit steigender Konzentration steigt der Flux und damit die
effektive Konzentration im Akzeptor Qg [ng]. Da aber die Zunahme des Stoffdurchtrittes
nicht der angenommenen, zur Berechnung genutzten Konzentration folgt, sondern der
thermodynamischen Aktivitdt, sinken die prozentual permeierte Menge und der
Permeabilititskoeffizient [177]. Es besteht also ein Unterschied zwischen ,effektiver und

»absoluter* Konzentration der DSCG-Losungen.

Tabelle 16: Einfluss der Konzentration von DSCG auf die Permeation durch Nephrophan®

DSCG [mg/ml] Pypp x 10° [ern/s] Qeo [1ig] Qeo [%]
2 2,68 £ 0,13 379,65 £ 24,03 6,35+ 0,38
4 2,49 £0,14 703,01 + 36,93 5,86
6 2,27 +0,05* 1002,55 + 8,25 5,57
8 2,24 +0,04* 1268,30 + 17,12 5,28
10 2,26 +0,06* 1628,92 + 89,35 5,43
20 1,88 +0,08* 2631,31+142,93 4,39+0,24
30 1,67 +£0,05* 3851,73 £ 97,82 4,30
40 1,46 = 0,05* 4350,08 + 146,81 3,64

* signifikant verschieden von 2 mg/ml (¢-Test)
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Der Einfluss der ,effektiven® Konzentration zeigt sich dabei bereits im Bereich der
auftretenden intermolekularen Wechselwirkungen einzelner Molekiile (¢ > 4 mg/ml). Bei einer
Konzentration oberhalb von 10 mg/ml kann erkannt werden, dass neben der thermodyna-
mischen Aktivitit auch die Beweglichkeit der Teilchen mitbestimmend fiir den kinetischen
Ablauf der Diffusion ist [78]. Die Bildung der assoziierten Kolloide reduziert die ,,effektive®
Konzentration an DSCG deutlich und nimmt iiber deren Grof3e und daraus resultierend tiber die
steigende Viskositdt (Abb. 18) einen zusétzlich diffusionsmindernden Einfluss [134, 159].

Tabelle 17 und Abbildung 20 zeigen die Daten, die nach Permeation von DSCG in

Abhingigkeit von der Konzentration durch Rindernasenschleimhaut gewonnen wurden.

Tabelle 17: Permeation von DSCG in Abhdngigkeit von der Konzentration durch Rindernasen-
schleimhaut

DSCG [mg/ml] Pypp x 10° [crn/s] Qeo [1ig] Qeo [%]
2 1,41 £ 0,23 185,09 + 74,42 3,01
4 0,88 +£ 0,096 256,16 + 66,46 2,13
6 1,11+0,15 484,96 + 138,29 2,69
8 1,59+ 0,24 889,44 + 310,89 3,71
10 3,23 £ 063* 2268,65 £ 1023,19 7,56
20 1,19+ 0,12 1490,99 + 494,80 2,48

* signifikant verschieden von 2 mg/ml (¢-Test)
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Abbildung 20: Einfluss der Konzentration auf die Permeation von DSCG durch Rindermukosa
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Die P, fiir Rindernasenschleimhaut (Tab. 17) zeigen, dass DSCG permeabilitétsverdndernde
Effekte an der Membran ausiibt. Wahrend zuerst eine deutliche Abnahme bei 4 mg/ml
(einsetzende Assoziation einzelner Molekiile) vorliegt, steigen die Py, danach trotz sinkender
thermodynamischer Aktivitdt (siehe Tab. 16) wieder an und erreichen bei 10 mg/ml ein

Maximum, wobei allerdings lediglich dieser Maximalwert Signifikanz aufweist.

Ein selbstenhancender Effekt von DSCG an der Rindernasenschleimhaut scheint tatsidchlich
vorzuliegen [147], der jedoch eine deutliche Konzentrationsabhidngigkeit zeigt. Denkbar ist,
dass die bereits beschriebene Wechselwirkung mit Komponenten des nasalen Mukus eine Rolle

spielt.

Das Studium der Wechselwirkung von Natriumcromoglicat mit der Mucindispersion im
rheologischen Teil dieser Arbeit zeigt ebenfalls eine Konzentrationsabhéngigkeit (T 4.3.3.3).
Der Effekt von DSCG auf die rheologischen Parameter von Mucin ist erst ab einer
Konzentration von 5 mg/ml eindeutig registrierbar und erféhrt oberhalb 10 mg/ml keine weitere
Zunahme (T 4.3.3.3).

So ist denkbar, dass die Wechselwirkung mit dem Mukus bei einer Konzentration von 4 mg/ml
DSCG dominiert und dadurch die Moglichkeit der Wechselwirkung von DSCG mit
Komponenten der Membran einschrankt. Mit weiterer Erhohung der Konzentration erfahrt die
Mukuswechselwirkung eine ,,Séttigung®. Der Effekt auf die Permeabilitit der Membran tritt
starker hervor. Oberhalb einer DSCG-Konzentration von 10 mg/ml behindern die entstehenden
,kolloidalen* Assoziate vermutlich weniger die Permeabilitdt der Membran, sondern vielmehr
die Permeationsfahigkeit des assoziierten Arzneistoffes durch seine GroBe. Wéhrend die
verstarkten intermolekularen Wechselwirkungen von DSCG mit steigender Konzentration an
der synthetischen Membran zu einer Abnahme der thermodynamischen Aktivitdt und damit der
permeierten Menge DSCG filihren (Tab. 16), scheinen sie hingegen an der Rindermukosa
sowohl die ,Membranaktivitit® der Substanz (Permeationssteigerung) als auch die

Wechselwirkungen von DSCG mit den Mukuskomponenten der Membran zu begiinstigen.

Ein moglicher Wirkungsmechanismus von DSCG zur Erkldrung der In-vitro-Effekte an
Rindermukosa ldsst sich aus dem pharmakologischen Verhalten der Substanz ableiten, an dem
sowohl indirekte calciumabhingige- als auch unabhingige Phosphorylierungsvorginge
beteiligt sind [101]. Die Erhohung der Konzentration zyklischer Nukleotide fordert dabei
Phosphorylierungsvorgiinge von Proteinen, die die Plasmamembran mit dem Zytoskeleton der
Zelle verbinden und die allergische Kaskade unterbrechen [100]. DSCG beeinflusst diesen
Prozess durch Wechselwirkung mit den daran beteiligten Enzymen (Proteinkinase C, saure
Phosphatase). Dabei wird die Substanz nicht an das aktive Zentrum der Enyzme gebunden.
Viskosititsmessungen haben ergeben, dass der Effekt durch konformelle Anderungen in der

Struktur der Enyzme hervorgerufen wird [99].
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Es ist moglich, dass DSCG iiber unspezifische calciumabhdngige und -unabhingige
Mechanismen auf die Phosphorylierung junctionaler Proteine in gleicher Weise Einfluss
nimmt. Die unspezifische Wirkung iiber konformelle Anderung der beteiligten Enzyme kann

auch die Wechselwirkung mit der Mucinmodelldispersion erkldren.

Zur Untermauerung dieser Hypothesen wurden Gleichgewichtsdialysen gegen eine dquimolare
Menge Ca’" sowie gegen einen Proteinstandard durchgefiihrt, die eine Gleichverteilung von
Natriumcromoglicat in beiden Kompartimenten, entsprechend der halben Ausgangs-
konzentration, ergaben (Daten nicht dargestellt). Demzufolge waren Wechselwirkungen sowohl
mit den Calciumionen im Sinne einer Komplexierung und Ausféllung [178] als auch mit den
Proteinen selbst, als ursdchlicher Grund fiir die beobachtete Enhancerwirkung von DSCG
auszuschlieBen. Fiir diese Tatsache spricht auch der Umstand, dass durch im Donator
enthaltenes EDTA ecine permeationsfordernde Wirkung auftrat (1 4.2.2.1, Tab. 11). Die
tendenzielle Moglichkeit, in den Donatoren der Permeationsstudien zur Erfassung der In-vitro-
Penetration von DSCG in Rindermukosa Proteine nachweisen zu kénnen (1 4.2.2.3), zeigt, dass
vermutlich eine Wechselwirkung mit den junctionalen Proteinkomponenten vorliegt [57].
Andererseits ist es denkbar, dass der Nachweis von Proteinen auf eine verstiarkte Auswaschung
von Mucinglykoproteinen durch Wechselwirkungen mit DSCG zuriickzufiihren ist (T 4.3.2,
Tab. 26) [166].

Schmidt et al. [67] halten den hier postulierten Effekt von DSCG auch bei einigen
immunmodulatorischen Proteinen fiir denkbar und stellten eine Erhohung des Fluxes einer
parazellularen Markersubstanz fest. Der TEER-Wert des biologischen Gewebes verdnderte sich

dabei nicht nachweisbar.

Da DSCG seinen eigenen parazelluldren Transport verstarkt (I 4.2.2.1), ist anzunehmen, dass
eine Vorinkubation mit dieser Substanz auf die Permeabilitit der Membran Einfluss nimmt und
z. B. den Transport der parazelluliren Markersubstanz Fluorescein-Natrium (FLU) ebenfalls
verstdrkt. Dabei sollte eine Konzentrationsabhidngigkeit der Enhancerwirkung zu beobachten

sein.

Bei Permeationsstudien von zwei anderen Arbeitsgruppen mit DSCG als hydrophiler
Modellsubstanz an tierischem exzidiertem nasalem Gewebe konnte keine Verdnderung des
TEER-Wertes durch DSCG-Zusatz festgestellt werden [63, 179]. Auch morphologische
Verdanderungen bei nachtraglicher lichtmikroskopischer Untersuchung dieses Gewebes waren
nicht feststellbar [63].

4.3.1.2  Vorinkubation der Mukosa mit Natriumcromoglicat

Nasale Enhancereffekte konnen allgemein durch Wechselwirkungen mit:
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e dem Mukus (Verbesserung der Diffusion durch die Mukusschicht durch
Erniedrigung ihrer Viskositit und Elastizitit),

e den epithelialen Zellen (Verbesserung parazelluldrer (Wechselwirkung mit
junctionalen Proteinen) und transzelluldrer Transportprozesse (Verdanderung der
Membranfluiditit)),

e den Zilien (Erniedrigung der MCC durch Reduzierung der Zilienschlagfrequenz
(CBF)),

e den Enzymen der Nasenschleimhaut (durch Zusatz von Enzyminhibitoren
Reduzierung von Instabilitdten [180]) sowie

e durch die Erhohung der Verweildauer infolge Mukoadhasivitit [166] und

e die Verbesserung der Arzneistoffloslichkeit [181]

hervorgerufen werden [22]. Haufig ist eine Kombination mehrerer Effekte Ursache fiir den
enhancenden Effekt einer Substanz. Im In-vitro-Permeationsmodell konnen aber lediglich
arzneistoffbedingte Faktoren (Loslichkeit, Stabilitit, Wechselwirkungen mit Formulierungs-
komponenten), Effekte auf die Membran und mit Einschrinkung Einfliisse auf den Mukus
festgestellt werden [43].

Der Vertriaglichkeitspriifung der Enhancer auf ihre lokale und systemische Toxizitdt kommt
groe Bedeutung zu. Fiir viele Enhancer konnte durch verschiedenartigste Methoden
(morphologische Untersuchungen, CBF-Studien, Freisetzung von Markersubstanzen) eine
Korrelation zwischen enhancender Wirkung und membranschédigenden Eigenschaften gezeigt
werden [163]. Diese Tatsache ist jedoch im Umkehrschluss nicht immer richtig [150]. Zum
anderen gilt es zu bedenken, dass eine erhohte Permeabilitit fiir Arzneistoffe zugleich auch

eine erhohte Permeabilitit fiir Noxen (z. B. Allergene) [67] bedeuten kann.

Tabelle 18 und Abbildung 21 stellen die Ergebnisse der Vorinkubationsversuche mit

Natriumcromoglicat dar.

Tabelle 18: Permeation von FLU (100 uM) aus EBS nach Vorinkubation der Mukosa mit
DSCG (mg/ml)

Vorinkubation Papp X 10° [em/s] Qoo [1g] Qs0 [%0]

keine 1,08 £ 0,02 2,52+0,82 2,25

10 min DSCG/2 0,37 +0,01* 0,92 +0,58 0,82
DSCG/10 0,58 0,02 1,64 £ 0,96 1,46

DSCG/20 0,34 + 0,005 0,82 + 0,06 0,73

20 min DSCG/2 1,22 +£0,02* 3,45+0,87 3,07
DSCG/10 1,30 £ 0,56 4,29 £ 2,78 3,82

DSCG/20 0,02 = 0,004 0,56 0,17 0,50

* signifikant verschieden von FLU ohne Vorinkubation (z-Test)
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Abbildung 21: Einfluss der Vorinkubation mit DSCG (PBS) auf die Permeation von FLU

Neben der bereits beschriebenen und erwarteten Konzentrationsabhéngigkeit der Enhancer-
wirkung ist eine zusitzliche Zeitabhidngigkeit der DSCG-Einwirkung auf die Membran aus den
erhaltenen Daten zu erkennen. Fiir viele klassische Enhancer sind solche konzentrations- und
zeitabhiangigen Effekte beschrieben worden [141, 148, 182].

Sowohl die Stirke des enhancenden Effektes auf die Permeation von FLU nach Vorinkubation
mit 2 bzw. 10 mg/ml, als auch die mit 20 mg/ml auftretende deutliche Reduktion der Werte
zeigen, dass der selbstenhancende Effekt eine fiir die Substanz mehr oder weniger spezifische
Komponente aufweist. Die kolloidalen Assoziate treten wiederum als limitierender Faktor

hinsichtlich Grofe und/oder Moglichkeit zur Enhancerfunktion auf.

Die nach 10miniitiger Vorinkubationszeit auftretende Abnahme der Permeabilitit fiir FLU ldsst
sich durch die Zeitabhingigkeit der Enhancereinwirkung erkldren [148]. Es ist denkbar, dass
das Adhidsionspotential der Substanz DSCG zu einer voriibergehenden ,,Belegung® der
Absorptionsflache fiihrt.

Bei ldngerer Einwirkungsdauer kommen dann die Effekte auf die Membran zum Tragen. Dass
DSCG die Permeabilitit der Membran beeinflussen muss, ldsst sich an den y-Achsen-
abschnitten (y4) der Geraden der graphischen Darstellung des Permeationsverlaufes deutlich
erkennen (Abb. 21, yAr, (0,17 pg) signifikant (#-Test) < yArw pSCG 10 mgml 10 min (1,02 pg)).
Obwohl die Py, keine markante Verdnderung (Tab. 18, Py riy nicht signifikant (¢-Test) < Py
Flu DSCG 10 mg/ml 10 min) €rfahren, erhohte sich die prozentual permeierte Menge FLU deutlich.
Daraus kann geschlussfolgert, dass die Geschwindigkeit des Stoffdurchtrittes von FLU durch
die Membran mit und ohne DSCG-Vorinkubation nahezu gleich ist, wihrend sich die fiir die

Diffusion von FLU zur Verfiigung stehende Querschnittsflache (,,geéftnete Poren®) vergrofBert.
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Das Adhisionspotential von DSCG scheint auch fiir die deutliche Abnahme der permeierten
Menge FLU nach Vorinkubation mit 20 mg/ml DSCG verantwortlich zu sein. Wéhrend bei
geringerer Konzentration von DSCG die permeabilitdtserhéhende Wirkung nach DSCG-
Vorinkubation der Membran auch fiir die Permeation von FLU relevant ist, blockiert das
DSCG-Assoziat, bestehend aus bis zu 260 Molekiilen, die Permeationsfliche nahezu
vollstindig. In der Literatur wurde z. B. fiir Ammoniumglycyrrhinat eine Abhdngigkeit seiner
Enhancerwirkung bis zu einer bestimmten Molekiilmasse des Permeanten beschrieben [139].
Donovan et al. [183] geben an, dass innerhalb enger Grenzen aus einer Zunahme der

Molekiilmasse eine deutliche Reduzierung des Enhancereffektes resultiert.

Die im Komplex 4.3.1.1 aufgestellte Hypothese, dass die Mukuswechselwirkung von DSCG
die Membranaktivitit dominiert, bestétigt sich durch diese Versuche. Der hier besonders
deutliche Effekt mag ursdchlich damit zusammenhédngen, dass wihrend der verkiirzten
Vorinkubationsphase mit EBS weniger Mukuskomponenten von der Membran entfernt werden

konnten.

Auf die Permeation von FLU durch Nephrophan® hatte die Vorinkubation mit DSCG

erwartungsgemil keinen Einfluss (#-Test) (Daten in 7.4 dokumentiert).

4.3.1.3  Einfluss von Polysorbat

Permeationsstudien mit dem FAM Vividrin® ergaben eine Abnahme des Py, von DSCG unter
Verwendung von Nephrophan® und eine Zunahme bei Rindernasenschleimhaut (1 4.2.1.2). Als
Ausnahme unter den FAM enthilt Vividrin® Polysorbat 80 (PS 80). Da auBerdem auch EDTA
enthalten ist, wurde zum Vergleich auch die Kombination Polysorbat 80 mit EDTA in die

Modelluntersuchungen einbezogen.

Die Bestimmung der Kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) von Polysorbat 80 (Abb.
22) in PBS und Gereinigtem Wasser zeigte, dass die CMC dieses Tensides tiber 0,005 % (m/V)
liegt. Sie wird durch das Lésungsmittel nicht beeinflusst. Die Ergebnisse der tensiometrischen
CMC-Bestimmung wurden in die folgenden Betrachtungen nicht mit einbezogen (T 7.5). Durch
den DSCG-Zusatz wird die Oberflichenaktivitdt der Losungen kaum beeinflusst (Tab. 19).

Da die Konzentration an PS 80 weder der Packungsbeilage von Vividrin® noch der
Fachinformation zu entnehmen war, wurde mittels Eosin-Natrium der Nachweis von Mizellen
— Anderung des Absorptionsspektrums des Farbstoffs durch Einlagerung in die Mizellen —
versucht. Wiahrend sich mit PBS, Gereinigtem Wasser und 20 mg/ml DSCG in PBS keine
Absorptionsinderung  zeigte, erfolgte bei Testung von Vividrin® eine bathochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums (Daten nicht dargestellt). Somit ist davon
auszugehen, dass die Polysorbat 80-Konzentration in Vividrin® oberhalb von 0,005 % (m/V)

liegt.
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Abbildung 22: Fluorimetrische CMC-Bestimmung von Polysorbat 80

Tabelle 19: Oberflichenspannungen [mN/m] von PS 80 mit und ohne Zusatz von DSCG
(mg/ml), VK von DSCG in Polysorbat 80-Losungen verschiedener Konzentration

Polysorbat 80 [%] (m/V) in PBS

Oberfliichenspannungen VK DSCG
0,005 0,01 0,1 0,005 0,01 0,1
44,64 42,34 40,90
+ DSCG/2 n. b. 42,61 n. b. =0 =0 =0
+ DSCG/20 n. b. 40,45 n. b. n.b. 0,064+0,017 n. b.
n. b. nicht bestimmt

Eine mogliche Verianderung der Lage der CMC des Tensides durch die Kombination mit
DSCG konnte durch den fluoreszenzldschenden Effekt von DSCG (> 0,0025 % (m/V)) bei der
fluorimetrischen Bestimmung der CMC des Tensides mittels Pyren (T 5.2.1.8) nicht untersucht
werden. Der Verteilungskoeffizient von DSCG betrug fiir eine Konzentration von 2 mg/ml bei
allen drei untersuchten Tensidkonzentrationen Null (Tab. 19). Fiir 20 mg/ml in PBS wurde in
Anwesenheit von PS 80 0,01 % (m/V) ein VK von 0,064 = 0,017 ermittelt.

Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der DSCG-Permeationsversuche mit Polysorbat 80 (% (m/V))

und/oder EDTA unter Verwendung von Rindernasenschleimhaut.
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Tabelle 20: Einfluss von Polysorbat 80 und EDTA auf die DSCG-Permeation durch-
Rindernasenschleimhaut

Formulierung Papp X 10 [cm/s] Qoo [1g] Qs0 [%]
DSCG (0,0039 M)
Referenz 1,41+ 0,23 185,09 + 74,42 3,01
+ 0,005 % PS 2,19 +£0,52 331,62 +209,43 5,53
+ 0,01 % PS 0,85+0,15 114,61 £71,94 1,91
+ 0,1 % PS 0,46 = 0,15% 66,44 + 42,82 1,11
+ 0,1 % EDTA 2,17+0,42 274,75 + 168,26 4,58
Vorinkubation EDTA 0,1 % 1,31 £ 0,20 190,29 + 60,86 3,17
+ 0,01 % PS + 0,1 % EDTA 1,31 £0,25 180,44 + 85,59 3,01
DSCG (0,039 M)
Referenz (20 mg/ml) 1,19+0,12 1490,99 + 494,80 2,48
+ EDTA 0,1 % 1,59 £ 0,27 2510,04 + 630,50 4,18
+PS 0,01 % + EDTA 0,1 % 2,11 +£0,36 3004,14 + 1024,88 5,01
Vividrin® 2,68 £0,36* 3810,86 £ 1187,54 6,04

* signifikant verschieden von der jeweiligen Referenz (¢-Test)

Der Effekt von Polysorbat 80, ggf. in Kombination mit EDTA, auf das Permeationsverhalten

von DSCG unterscheidet sich bei den zwei untersuchten DSCG-Konzentrationen deutlich. Fiir
die nichtkolloidale Losung (DSCG 2 mg/ml in PBS) sind folgende Feststellungen zu treffen:

e Das Vorliegen mizellarer PS-Losungen (> 0,005 %) scheint einen permeations-

mindernden Einfluss zu haben. Eine Wechselwirkung zwischen DSCG und Tensid
im Sinne einer ,,polaren Fixierung® von DSCG in/an den Mizellen, die sowohl die
Membranaktivitit des Arzneistoffes als auch die des Tensides behindert, wire
denkbar. Diese Vermutung ist auch aus der Kombination von PS 80 (0,01 % (m/V))
mit EDTA abzuleiten. Hier gelangt lediglich der enhancende EDTA-Anteil zur
Wirkung, belegt durch den Versuch mit EDTA-vorinkubierter Membran, d. h., der
DSCG-Effekt auf die Membran fehlt. Da bei einem Permeationsversuch mit
Nephrophan® (siche 7.4) keine Permeationsminderung von DSCG aus den mizellaren
Polysorbatlosungen feststellbar war, scheint an der biologischen Membran ein
verdndertes Dissoziationsverhalten der DSCG/Tensid-Mischmizellen vorzuliegen.

Der Zusatz des oberflichenaktiven Tensides in Konzentrationen unterhalb seiner
CMC (0,005 %) scheint hingegen die Permeation von DSCG durch die
Rindermukosa zu fordern. Sowohl die Membranaktivitdt von DSCG als auch die des
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Tensides, die in der nichtmizellaren PS-Losung nicht behindert erscheinen, kénnen
dabei an der deutlich erhohten Permeation von DSCG bei Verwendung der
Kombination aus PS 80 (0,005 %) und DSCG (2 mg/ml) beteiligt sein. Evrard et al.
[184] fanden fiir Polysorbat 20 bei einer Konzentration unterhalb der CMC eine
deutlich hohere Membranaktivitit als im Bereich der CMC.

Die Kombination der kolloidalen Losungen von DSCG (20 mg/ml) und Tensid, wie in
Vividrin®, fiihrt zu einer erhohten Permeabilitit der Membran. Eine Wechselwirkung beider
Komponenten scheint die Assoziatbildungen der jeweiligen Einzelsubstanz zu beeintrachtigen,
und dadurch gleichermallen eine Membranaktivitdt beider Substanzen zu ermoglichen. Fiir
Cyclodextrine wurde als z.B. ein moglicher Grund fiir ihre Enhancerwirkung auf den
Insulintransport an der nasalen Membran eine solche Storung der Selbstassoziation des

Arzneistoffes genannt [185].

Die durchgefiihrten Versuche kénnen zwar erkliren, warum Vividrin® die Permeabilitit der
biologischen Membran erhoht, nicht aber den permeationsmindernden Effekt an der
synthetischen Membran (Tab. 7). Da die nachgestellten DSCG-Rezepturen mit mizellaren
Konzentrationen von Polysorbat das Permeationsverhalten von DSCG (20 mg/ml) durch
Nephrophan® nicht beeinflussten (Daten in 7.4 dokumentiert), kénnen nur weitere Bestandteile
des Fertigarzneimittels fir die reduzierte In-vitro-Verfiigbarkeit durch Nephrophan®
verantwortlich sein. Neben der Arzneistoffkonzentration scheinen die Pufferbestandteile
und/oder Isotonisierungsmittel die In-vitro-Verfiigbarkeit von DSCG sowohl an der

biologischen als auch an der synthetischen Membran deutlich zu beeinflussen.

4.3.1.4 Einfluss des Konservierungsmittels

In Komplex 4.2.2.1 wurde die permeationsmindernde Wirkung von BAC auf die Permeation
von DSCG (2 mg/ml) durch Rindernasenschleimhaut (Tab. 11) bereits beschrieben. Durch die
Bildung eines Ionenpaares zwischen DSCG und BAC tritt dabei vermutlich die
membranschidigende Wirkung des Konservierungsmittels in den Hintergrund. Die folgenden
Versuche mit Thiomersal als nachweislich membranschidigendes Konservierungsmittel [16,
160] und Phenylethanol als vertrdgliches konservierendes Agens sollen diese Hypothese

untermauern.

Die CMC von BAC (Abb. 23) liegt deutlich iiber der in den Versuchen verwendeten
Konzentration von 0,01 % (m/V), d. h. die Mizellbildung in den getesteten Versuchslosungen
hat noch nicht nachweisbar eingesetzt. Ihre Lage zeigt im Gegensatz zu der des nichtionischen
Tensides Polysorbat 80 eine Abhingigkeit vom verwendeten Lésungsmittel. Sie wird sogar
durch den geringen Zusatz von DSCG (0,0025 % (m/V)) beeinflusst. Die Oberflichenspannung
der DSCG-haltigen (2, 20 mg/ml) Losung von BAC 0,01 % (m/V) in PBS (43,26 mN/m) — der

in den Permeationsversuchen verwendeten Konzentration — verdndert sich geringfiigig (Daten
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nicht dargestellt). Der Verteilungskoeftizient von DSCG (2 mg/ml) steigt im vorliegenden
Konzentrationsverhéltnis beider Substanzen auf das Doppelte des PBS-Wertes (VK pps (0,128 +
0,008) < VK pps/sac (0,210 = 0,008)). Das spricht fiir die Bildung eines lipohilen Ionenpaares
unter den suchsbedingungen.
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Abbildung 23: Fluorimetrische CMC-Bestimmung von BAC

Tabelle 21 fasst die Ergebnisse der Permeationsversuche unter Einsatz der alternativen
Konservierungsmittel an der biologischen Membran zusammen. Abbildung 24 stellt die

Permeationsverldufe fiir Rindernasenschleimhaut graphisch dar.

Tabelle 21: Einfluss der Konservierungsmittel [% (m/V)] auf die DSCG-Permeation durch
Rindernasenschleimhaut

P.pp X 107 [em/s] Qoo [1g] Qoo [70]
Referenz 1,41 + 0,23 185,09 + 74,42 3,01
+ Phenylethanol 0,5 % 1,34 £ 0,27 206,22 +£91,49 3,44
+ Thiomersal 0,01 % 1,78 £ 0,29 284,88 + 68,29 4,75
+ BAC 0,01 % 0,50 + 0,09* 53,16 + 18,73 0,89
Vorinkubation Thiomersal 0,01% 2,47 +0,47 408,71 + 142,51 6,81

* signifikant von Referenz (z-Test)
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Die Permeationsversuche unterstiitzen erneut die Vermutung, dass durch die Bildung des
DSCG/BAC-Ionenpaares die potenziell schidigende Wirkung von BAC in den Hintergrund
tritt, denn Thiomersal als ausgewiesene membranschadigende und zilientoxische Substanz fiihrt
insbesondere nach Vorinkubation der Membran zu einer erhdhten Permeabilitit derselben
Membran fiir DSCG. Der Vorinkubationsversuch unterstreicht dabei gleichzeitig die
Bedeutung der Equilibrierungsphase vor dem eigentlichen Permeationsversuch fiir die Vitalitét
des Gewebes. Die Toxizitdt von Thiomersal ist in Anwesenheit von DSCG insofern deutlich
hoher als die von BAC. Phenylethanol scheint die Integritit der Mukosa nicht zu

beeintrachtigen.

Da die beschricbenen Effekte unter Verwendung von Nephrophan® (Daten in 7.4
dokumentiert) nicht zu beobachten sind, kommen die Verdanderungen im Permeationsverhalten
an der biologischen Membran durch den direkten Einfluss der Zusdtze auf diese Membran

(Thiomersal) oder durch den indirekten Einfluss auf die permeiernde Substanz (BAC) zustande.
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Abbildung 24: Einfluss verschiedener Konservierungsmittel auf die Permeation von DSCG durch
Rindermukosa

4.3.1.5 Einfluss des Isotonisierungsmittels und Puffers

Kolloidale Ldsungen assoziierter, ionischer Molekiile weisen zumeist eine ungewohnliche
Elektrolytempfindlichkeit auf [159], die sich im Falle der PBS-haltigen DSCG-Losungen
bereits bei den Messergebnissen der dynamischen Viskositit gezeigt hat (I 4.3.1.1). Es ist
mithin nicht auszuschlieBen, dass sich durch Elektrolytzusatz auch physikalisch-chemische
Eigenschaften der DSCG-Losungen mit Relevanz auf die Permeabilitdt der biologischen

Membran ebenfalls dndern.

Ein ,,Einsalzeffekt“ liegt vor, wenn die Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungs-Fehlstehlen

zwischen den Wassermolekiilen durch Elektrolytzusatz erhoht wird; die Fahigkeit zur
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Solvatation kolloidaler Teilchen wird verbessert. Ersetzen extrem hydrophile, Wasserstoft-
briicken ausbildende Substanzen selber bestehende Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Wasserstoffmolekiilen, spricht man von Hydrotropierung [174]. Von einem
LSAussalzeffekt* wird gesprochen, wenn das Wasser durch zugesetzte Elektrolyte hydrohober
wird, d. h. der Anteil an Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wassermolekiilen wird
erhoht [159]. Bei geladenen Substanzen konnen elektrolytbedingte Entladungsvorgénge der
Kolloide eine zusétzliche Rolle spielen.

Bei dem Versuch, das Verhalten von DSCG-Losungen in Abhédngigkeit vom verwendeten
Puffer zu erkldren, muss wiederum zwischen der ,,kolloidalen* Losung (20 mg/ml DSCG) und

der Losung mit nichtkolloidal assoziierten Molekiilen (2 mg/ml DSCG) unterschieden werden.

,Kolloidale* Losung

Wie bereits gezeigt (I 4.3.1.1), wird die Bildung der ,kolloidalen” Losung von DSCG weder
durch die Temperatur noch durch einen Elektrolytzusatz (PBS) beeinflusst. Thre physikalisch-
chemischen Eigenschaften dndern sich jedoch in Abhédngigkeit von diesen beiden Parametern
stark. Die Untersuchung der Viskositit (Tab. 22), Tonizitdt und Leitfahigkeit (Daten in 7.4
dokumentiert) der Losungen von DSCG (20 mg/ml) in den Puffersystemen (mit und ohne

Isotonisierungsmittel) der Permeationsstudien zeigte, dass

e mit steigender lonenstirke die Wechselwirkungen innerhalb der Assoziate deutlich
verstdrkt werden, so steigt z. B. die dynamische Viskositét deutlich an (Tab. 22). Ein
,Aussalzeffekt liegt vor. Die starke Temperaturabhiangigkeit (I 4.3.1.1) der
Viskositdtszunahme spricht fiir zusitzlich entstehende Wasserstoftbriickenbindungen
innerhalb der Assoziate.

e die ,,Art“ der zugesetzten (Na', Cl) bzw. in den Puffern ((HPO,4)*, Na', (H,PO4))

enthaltenen Ionen kaum eine Rolle spielt (Tab. 22).

Tabelle 22: Einfluss der lonenstdrke u des Puffers auf die dynamische Viskositdt n [mPas] der
entsprechenden DSCG-Lésung (20 mg/ml)

PBS [mOsmol/kg] isoton
280 350 170 70 — A — —
ohne + Sorbitol  + Glukose + Natriumchlorid
u 0,202 0,318 0,093 0,041 0,041 0,041 0,157
n 19,45 32,47 7,89 4,95 5,09 5,29 17,00

Entsprechend diesen Befunden lésst sich die Abnahme der permeierten Menge von DSCG aus
den FAM Cromo ratiopharm® und Vividrin® durch Nephrophan® (Tab. 7) weniger auf einen

Polysorbat- bzw. Tonizitdtseffekt an sich zuriickfiihren. So konnte z.B. der niedrige
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Elektrolytgehalt in Cromo ratiopharm® eine verstirkte Wechselwirkung der kolloidalen
Assoziate mit Wasser bewirken. Die Substanz selbst wird zum Hydrotropierungsmittel, ihre
thermodynamische Aktivitdt sinkt und damit ihr P, fiir Nephrophan®. An der biologischen
Membran nimmt durch mégliche Wechselwirkungen mit den Wassermolekiilen die Fahigkeit

zum Selbstenhancement ab.

Nichtkolloidale Losungen

Bei den nichtkolloidalen Losungen (2 mg/ml DSCG) konnen grundsétzlich die gleichen
Feststellungen getroffen werden, nur mit der Einschrdnkung, dass eine starke Abhédngigkeit der
physikalisch-chemischen Eigenschaften der DSCG-Losungen von den zugesetzten Ilonen

zusatzlich auftritt.

Tabelle 23 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Lipophilie, Ionenstirke und

Permeationsverhalten an der biologischen und synthetischen Membran.

Tabelle 23: Zusammenhang zwischen der Permeabilitdit und dem VK von DSCG (2 mg/ml)
sowie der Art der enthaltenen lonen

Testlosung Py, x 107 [cm/s] P, x 107 [em/s] Gehalt Ionen' [M] Ionen- VK
Nephrophan® Mukosa CI  (H,PO,)” K'/Na" stirke'
Referenzg 2,68 +0,13 1,41 £0,23 / 0,163 0,182 0,216 0,128
KBS 2,58 £0,062 2,84+ 0,47* 0,110 0,050 0,160 0,166 0,145
List pH 6,0 n. b. n. b. / 0,066 0,077 0,088 0,038
PBS/70 2,58 £0,25 1,15+0,19* / 0,036 0,038 0,041 n.b.
+ Glukose 2,43 +0,07* 0,80+ 0,22* / 0,036 0,038 0,041 n.b.
+ NaCl 2,46 £ 0,04* 0,72+ 0,07* 0,116 0,036 0,116 0,157 0,059
+ Sorbitol 2,36 +£0,07* 0,82 £0,16* / 0,036 0,038 0,055 0,033

! Angaben bezichen sich auf das verwendete Puffersystem.
* signifikant verschieden von Referenz in PBS (#-Test)

n.b. nicht bestimmt
KBS isotonischer Kaliumphosphatpuffer pH 6,0
List Phosphatpuffersystem nach List

Bei der Betrachtung der Daten in Tabelle 23 muss geschlussfolgert werden, dass mit
zunehmender Ionenstirke (z. B. u risi pr 6,0 (0,088) < u pes pr 6,0 (0,216)) verstarkt hydrophobe
intermolekulare Wechselwirkungen zwischen einzelnen DSCG-Molekiilen im Sinne eines
»Aussalzeffektes™ induziert werden. Die Verteilungskoeffizienten aus solchen Systemen sind
hoéher (Tab. 9, 22; VK vis pre,0 (0,038) < VK ppspr 6,0 (0,128)); die Lipophilie der Substanz steigt
also. Dabei nimmt nicht nur die Ionenstirke selbst einen Einfluss, sondern auch die Art der
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Ionen. So scheinen das Phosphat- und Kaliumion die hydrophoben intermolekularen
Wechselwirkungen zu begiinstigen, das Chlorid- und Natriumion dagegen nicht (Tab. 23). Im
Gegensatz dazu fiihrt z. B. der Zusatz von Sorbitol erwartungsgemill zu einer deutlich
zunehmenden Hydrophilie, im Sinne einer Hydrotopierung. Die Wechselwirkung zwischen
Wasser- und DSCG-Molekiilen wird begiinstigt.

Auf das Permeationsgeschehen an der biologischen und synthetischen Membran wirken sich
die beschriebenen vehikelabhingigen Eigenschaften der DSCG-Losungen gleich mehrfach aus.
Tendenziell scheinen dabei die intermolekularen hydrophoben Wechselwirkungen die Wirkung
der Substanz auf die Membran und auf die Mukuskomponenten (nur Pgpp mukosa Steigt) zu
fordern, zunehmende Hydrophilie und zunehmende Wechselwirkung mit Wasser schrinken
den Membraneffekt (Papp mukosa Sinkt) und die thermodynamische Aktivitit (Papp Nephrophan®

sinkt) ein.

4.3.1.6 Resiimee

Fiir das Permeationsverhalten von DSCG an Rindernasenschleimhaut wurden in ausgepragter
Weise Einfliisse von Formulierungsparametern erfasst. Dabei iibt die Formulierung selbst
weniger einen Einfluss auf die Permeabilitit der biologischen Membran aus, sondern
beeinflusst vielmehr die intra- und intermolekularen Wechselwirkungen in den DSCG-

Losungen, wobei eine dominante Abhingigkeit von der DSCG-Konzentration besteht.

So ist die Abweichung gegeniiber dem von Kubo et al. [63] angegebenen Py, fiir DSCG mit
0,343 x 10° cm/s an isolierter nasaler Kaninchenmukosa auf unterschiedliche Versuchs-
bedingungen im Vergleich zur vorliegenden Arbeit zuriickzufiihren. DSCG wurde von Kubo et
al. in einer Konzentration von 5,1 mg/ml in einem anderen komplexen Puffersystem eingesetzt.
Vergleichbar damit ist die Konzentration von 4 mg/ml DSCG in PBS in den hier
durchgefiihrten Permeationsstudien, die jedoch einen P,,, von 0,88 x 10 cm/s ergab. Ebenso
kann der abweichende P,,, von Lucifer Yellow (0,633 x 10° cm/s) [186], einer DSCG
strukturell sehr dhnlich aufgebauten Substanz mit nahezu identischer Molekiilmasse, mit der
Vielzahl spezifischer Einflussparameter fiir DSCG auf den fiir eine Membran resultierenden

Permeabilitiatskoeffizienten erklart werden.

Die Vergleichbarkeit der ermittelten Permeationsdaten von DSCG mit denen anderer
Substanzen und solchen, die fiir DSCG nach Permeation unter anderen Versuchsbedingungen
gewonnen wurden, ist kaum gegeben. Ursache dafiir ist die starke Einflussnahme der
Formulierungsparameter auf die physikalisch-chemischen Parameter von DSCG-Losungen, die
die Aktivitdt von DSCG an der Membran und seine thermodynamische Aktivitit determinieren.
Dabei muss berticksichtigt werden, dass DSCG aufgrund seiner Selbstassoziation nicht zu den

,hormalen* Substanzen gehort.
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4.3.2 In-vitro-Penetration

Es ist beschrieben worden, dass sich bei Patienten mit allergischer Rhinitis wihrend der
,Pollensaison eine vermehrte Anzahl Mastzellen, also der Effektorzellen der allergischen
Reaktion, auch im Epithel der Nasenschleimhaut finden lasst [48]. Das aus diesen Mastzellen
freigesetzte Histamin erhoht die Permeabilitit der nasalen Schleimhaut fiir die Allergene und
verstdrkt somit die allergische Reaktion [14]. Die Frage nach der Menge DSCG, die nach der
Applikation im Epithel zu finden ist, scheint somit berechtigt.

Als analytisch problematisch erwies sich die Durchfiihrung von Penetrationsstudien dadurch,
dass zum einen die verwendeten Membranen ein sehr geringes Trockengewicht besallen und
zum anderen die Menge des in die Membran penetrierten Arzneistoffes sehr gering war. Eine
einfache Extraktion von DSCG aus den zerkleinerten Membranen nach Inkubation war ebenso
ungeeignet, wie die Ermittlung der penetrierten DSCG-Menge anhand der Konzentrations-
differenz zwischen Donator- und Akzeptorlosung bzw. der Konzentrationsabnahme in der

Inkubationsfliissigkeit.

Als weitere Alternative zur Gehaltserfassung wurde der alkalische Aufschluss der Membran
gepriift, der den Bezug der penetrierten Menge DSCG auf den Proteingehalt der Membran
anstelle des Trockengewichtes ermoglicht. DSCG wurde dabei in das im Alkalischen
entstehende Bisacetophenon {iiberfiihrt. Nach Kupplung mit diazotierter Sulfanilsdure konnte
das entstandene farbige Produkt photometrisch vermessen werden. Die Kupplung des
umgesetzten DSCG erwies sich als mogliches analytisches Verfahren, da ein linearer
Zusammenhang (R” = 0,995) gefunden wurde. Als deutlicher Nachteil stellten sich aber die
geringe Spezifitit und Robustheit heraus.

Weitere Versuche, das alkalische Produkt von DSCG nach Membranaufschluss bzw. das
entstechende Enol nach Ansduern des aufgeschlossenen Membrangemisches mittels Fliissig-

fliissig-Extraktion zu gewinnen und anschlieBend mittels HPLC zu quantifizieren, scheiterten.

SchlieBlich wurde nach einem Ultraschallaufschluss der Membran das Extraktionsverfahren der
Plasmaanalytik (T 5.2.6) angewendet. Allerdings konnten die so ermittelten DSCG-Gehalte nur

auf das Trockengewicht der Membran bezogen werden.

Im Rahmen der durchgefiihrten Penetrationsstudien wurde der Gehalt von DSCG in der
biologischen Membran sowohl nach erfolgter Permeation als auch nach Inkubation mit der
entsprechenden Losung bestimmt. Da bei der Inkubation der Membranen die Agitation der
Inkubationsfliissigkeit gering war und die Membranen keiner Equilibrierungsphase unterworfen
wurden, ist davon auszugehen, dass die Mukusschicht nicht entfernt wurde. Durch das
reduzierte Volumen der Donator- und Akzeptorkompartimente bei der Permeationsstudie

wurde die Bestimmung der Proteingehalte (T 5.2.7) moglich. Neben den Mengen DSCG in der
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Membran wurden die Gehalte in der Spiilfliissigkeit nach beendetem Versuch erfasst. In
Analogie zu den Permeationsstudien wurde stets der isotone Phosphatpuffer verwendet. Die
Konzentrationen der getesteten Arznei- und Hilfsstoffe entsprachen ebenfalls den

Permeationsversuchen.

4.3.2.1 Einfluss von Benzalkoniumchlorid und EDTA

Grundsétzlich sollte sich die penetrierte Menge einer Substanz aus einer Losung in eine Schicht
(Membran) von der nach einer Permeation als Resultat des Durchtrittes durch eine Schicht

unterscheiden [78].

Fiir die Penetration von DSCG (2 mg/ml) unter dem Einfluss von BAC und EDTA kann
Folgendes festgestellt werden (Tab. 24):

e Die penetrierten Mengen von DSCG nach Inkubation und Permeation unterscheiden
sich signifikant voneinander (Referenz, (#-Test)). Die prozentual groBere Menge
DSCQG, die aus dem Inkubationsansatz in die Rindermukosa penetriert ist, konnte
zusétzlich durch die praktisch doppelt so groBe Penetrationsfliche (Vorder- und
Riickseite der Mukosa) verursacht werden.

e Die Gewebespiegel von DSCG nach der Permeation korrelieren beziiglich der
Einflussparameter mit den Ergebnissen (P.p,) der Permeationsstudie (Tab. 11). Sie
sind durch den enhancenden Effekt von EDTA (Offnung von ,,Poren®) erhdht (P,
EDTA > Papp Referenz). Gleichzeitig kann aber auch fiir das Ionenpaar DSCG/BAC ein
signifikant erhohter Gewebespiegel festgestellt werden (z-Test). Das grofe
,Doppelmolekiil“ bleibt praktisch in den ,,Poren* der Membran stecken (Papp Referenz >
Papp BAC)-

e Im Inkubationsansatz erwies sich der Einfluss der Formulierungsparameter BAC
und EDTA auf die resultierenden Gewebespiegel von DSCG als geringer, zeigte
jedoch die gleiche Tendenz.

e FEine Interpretation der DSCG-Mengen in den Spiilfliissigkeiten erweist sich als
schwierig. Im Inkubationsansatz stirker anhaftende Mukuskomponenten an der
Membran konnten eine mogliche Ursache sein. Jedenfalls liegen die DSCG-Gehalte

in den Spiilfliissigkeiten 2-3mal so hoch wie im Gewebe.

Im Rahmen der durchgefiihrten Penetrationsstudien mit DSCG wurden die wihrend der
Inkubation oder Permeation freigesetzten Proteinmengen bestimmt (I 4.2.2.3). Tabelle 25 gibt

tiber die Ergebnisse dieser Untersuchungen Auskunft.

Die bestimmten Gesamtproteine konnen Membranproteine, Enzyme oder dem Epithel
anhaftende bzw. produzierte Mukusglykoproteine sein [164, 166]. Ihre Bestimmung am Ende
des Versuches lisst keine Aussagen zum zeitlichen Verlauf ihrer Freisetzung zu. Héufig ist

jedoch eine zeitlich lineare Freisetzung zu finden [165]. Zwischen der Menge freigesetzter
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Proteine und der Membranpermeabilitdt fiir Testsubstanzen, d. h. indirekt der Enhancer-
funktion, konnte, wie bereits festgestellt (I 4.3.1.2), eine Korrelation gefunden werden [164,
165]. Das heiBt jedoch nicht, dass zwangsldufig jeder Enhancer ein membranschiddigendes
Potential besitzt [150] und umgekehrt freigesetzte Proteine immer auf eine Membran-
schidigung hindeuten. Die Extrapolation auf die In-vivo-Vertrdglichkeit nach Erfassung eines
einzelnen Effektes ist schwierig, denn sie ergibt sich aus dem Einfluss auf
Zilienschlagfrequenz, Mukus und Membran in Abhingigkeit von der Verweildauer und der

Héaufigkeit der Applikation der jeweiligen Substanz.

Tabelle 24: Penetration von DSCG in Rindermukosa in Abhdngigkeit vom Hilfsstoffzusatz

Gewebe nach Inkubation Gewebe nach Permeation

CcT X 107 CT Csp X 107 Csp CT X 107 CT
Zusatz [mg/mg] [o] [mg/mg] [Yo] [mg/mg] [%o]
Referenz 5,61 +0,86 0,28 11,31+2,83 0,57 1,04+0,17 0,055
+ BAC/EDTA 5,08 +0,85 0,25 16,66+3,56 0,83 2,30+0,28 0,115
+ EDTA 5,35+0,92 0,27 13,09+3,30 0,65 1,84 £0,25 0,092
+ BAC 4,83 +£0,79 0,24 8,16+0,86 041 3,05+0,35 0,153*
Cr Gewebespiegel
Csp Konzentration in der Spiilflissigkeit

* signifikant verschieden von Referenz (¢-Test)

Tendenziell lassen die freigesetzten Proteinmengen (Tab. 25) einen Zusammenhang zwischen
Enhancerfunktion des EDTA und der Erhdhung des P,,, von DSCG erkennen ({ 4.2.2.1). Da
jedoch EDTA in der hier verwendeten Konzentration entsprechend morphologischen
Untersuchungen [61] die Integritdt der Mukosa kaum beeintrachtigen sollte, kann anhand der
gefundenen Proteinfreisetzungen aus der Membran nach Kontakt mit den DSCG-haltigen
Losungen auch fiir DSCG selbst zumindest ein geringer Effekt auf die Integritdt der Mukosa
angenommen werden. Die Untersuchungen bestitigen zudem die Aussage (I 4.2.2.1), dass die
membranschiddigenden Effekte des tensidischen BAC durch das gebildete Ionenpaar mit DSCG
nicht zum Tragen kommen. Gleichzeitig werfen sie jedoch die Frage auf, ob BAC in der

Kombination mit DSCG noch ausreichend konservierend wirkt.
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Tabelle 25: Proteingehalte [mg] in den , Penetrationsfliissigkeiten (107 mg je mg Membran-
(Trockengewicht))

Gewebe nach Inkubation Gewebe nach Permeation
Schiittelfliissigkeit Spiillosung Donator Akzeptor
Referen 6,48+ 1,15 1,43 1,94 + 1,41 2,69
+ BAC/EDTA 13,01 £ 3,65 3,14 15,51 £ 6,34 3,09 +0,77
+ EDTA 13,10 + 3,65 1,30 10,03 £2,46 1,12+0,52
+ BAC 5,03+091 1,43 3,44+ 7,81 0,52 + 0,44

4.3.2.2  Einfluss der Konzentration

Tabelle 26 dokumentiert die Ergebnisse der Untersuchungen des Konzentrationseinflusses von

DSCG auf das Penetrationsverhalten.

Tabelle 26: Penetration von DSCG in Rindernasenschleimhaut in Abhdngigkeit von seiner
Konzentration

Gewebe nach Inkubation Gewebe nach Permeation

Konz. CcT X 102 CT Csp X 102 Csp cr X 102 CT
[mg/ml] [mg/mg] [%o] [mg/mg] [%o] [mg/mg] [%]
Referenz 5,61+0,86 0,28 11,31 + 2,83 0,57 1,04 £ 0,17 0,055
6 15,05 +1,90 0,25 29,92 +4,12 0,50 13,19 £3,52 0,220
10 19,20 £ 2,14 0,19* 56,95+9,62 0,57 4,92 +0,98 0,049
20 33,75 £ 5,83 0,17* 109,23 +17,19 0,55 10,79 £ 1,62 0,054
Cr Gewebespiegel
Csp Konzentration in der Spiilfliissigkeit

* signifikant verschieden von Referenz (z-Test)

Auch bei der Betrachtung des Konzentrationseinflusses von DSCG kann zwischen den
Gewebespiegeln nach erfolgter Permeation und den fiir die Permeation erhaltenen P,,, (Tab.
17) ein Zusammenhang gesehen werden, in dem Sinne, dass mit abnehmender Permeabilitit
der Rindermukosa (P, sinkt) die Gewebespiegel (ct) steigen. Besonders markant ist dabei das
Penetrationsverhalten von DSCG aus der Losung mit einer Konzentration von 6 mg/ml. Der
hohe Gewebespiegel von DSCG (¢t 6 mgmi = 13,19 x 102 mg/mg) und der verglichen mit der
Referenz erniedrigte Papp (Papp 6 mgmi = 1,11 X 10° cm/s) (Tab. 17) bestétigen die Vermutung,
die fir den ,,Membraneffekt* der Substanz postuliert wurde (I 4.2.2.1). Die Wechselwirkung
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mit den Komponenten der Mukosa (membranstdndige Mukusglykoproteine) scheint fiir diesen

Konzentrationsbereich zu dominieren, die Gewebespiegel sind erhoht.

Eine Konzentration von 6 mg/ml entspricht ungefdhr derjenigen, die nach der Applikation
durch die Verdiinnung mit nasalem Sekret aus den iiblicherweise 20 mg/ml enthaltenden FAM

resultiert.

Die Ergebnisse des Inkubationsversuches zeigen dagegen, dass die assoziierten DSCG--

Molekiile (¢ > 10 mg/ml) durch ihre GréBe in ihrer Penetrationsfahigkeit eingeschriankt sind.

In Tabelle 27 sind die Ergebnisse der Proteinbestimmungen fiir diese Penetrationsversuche

angegeben.

Insbesondere bei Betrachtung der im Rahmen der Permeationsversuche freigesetzten
Proteinmengen kann fiir steigende DSCG-Konzentrationen eine verstirkte Freisetzung von
Proteinen festgestellt werden. Ein konzentrationsabhdngiger Membraneffekt scheint wiederum

moglich.

Tabelle 27: Proteingehalte [mg] in den ,, Penetrationsfliissigkeiten* je mg Membran (Trocken-
gewicht) in Abhdngigkeit von der DSCG-Konzentration

Gewebe nach Inkubation Gewebe nach Permeation
Konz.
[mg/ml] Schiittelfliissigkeit Spiillosung Donator Akzeptor
Referenz 6,48 1,15 1,43 1,94 £ 1,41 2,69
6 12,8 £ 5,55 3,34+ 0,82 6,80 = 2,29 2,26
10 7,66 £1,91 3,78+ 1,43 4,05+3,58 4,02+1,25
20 7,63 + 6,64 6,72 £ 1,55 6,44 +127 4,86+3,04

Dabei konnen die Proteine sowohl durch die mogliche Interaktion von DSCG mit den
Komponenten der Membran selbst als auch mit deren Mukusglykoproteinen freigesetzt werden.
Fiir Chitosane konnte im Perfusionsmodell nachgewiesen werden, dass deren Komplexe mit
dem Mukus durch die Wechselwirkung verstirkt ausgewaschen werden, wobei beim
Auswaschprozess die Kettenlinge der Chitosane deutlich Einfluss nahm [166]. So konnte die
vergleichsweise hohe Proteinfreisetzung bei einer Konzentration von 6 mg/ml auf eine
besonders ausgeprigte Mucinwechselwirkung schlieBen lassen und gleichzeitig den erhohten

Gewebespiegel erklaren.
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4.3.3 Rheologische Untersuchungen — Mucinwechselwirkungen
4.3.3.1 Rheologie — Theoretische Grundlagen

Die Rheologie ist die Wissenschaft von der Deformation und vom FlieBen der Stoffe unter der
Einwirkung &uBlerer Kréfte. Als Deformation bezeichnet man die relative Verschiebung der

Volumenelemente eines Korpers, bei der sein Zusammenhalt aber nicht zerstort wird [187].

In iiblichen Rheometern werden die zu untersuchenden Substanzen einer Scherbelastung
ausgesetzt. Dabei bleibt das Volumen der Probe unverdndert. Die so ermittelte Viskositét ist die
Scherviskositit, die fiir die meisten Prozesse in Technik und Naturwissenschaft relevant ist. Bei
den mit dem MC 100 (T 5.2.5) gemessenen Viskositdten handelt es sich ausschlieflich um
Scherviskosititen [188].

A Rheologische Grofien

Zur Definition der GroBlen Schubspannung 7, Scherung ¥ und Schergeschwindigkeit ¥ sei ein
Volumenelement zwischen zwei parallelen Platten betrachtet (Kartenblattmodell, Abb. 25). Die
eine Platte sei fest eingespannt, die andere werde durch eine Tangentialkraft Fr [N] belastet.
Wirken sonst keine Krifte, entsteht iiber dem Volumenelement mit der Beriihrungsfliche A4
[m?] iiber die Hohe % [m] des Plattenabstandes eine konstante Schubspannung 7[Pa] (Gl. 2).

T_i Gl 2
y (GL. 2)

Die Schubspannung bewirkt eine Verformung des Volumenelementes. Man bezeichnet die

GroBe ¥ (GL. 3) als Deformation oder Scherung.

dx
7=d—y=tan0€ (GL. 3)

Fiir Fliissigkeiten nimmt die Stromungsgeschwindigkeit der Fliissigkeitselemente linear mit der
Hohe 4 zu. Ganz allgemein bezeichnet man den Gradienten der Stromungsgeschwindigkeit als
Schergeschwindigkeit 7 oder D [1/s]. In diesem Fall gilt fiir 7 in y-Richtung Gleichung 4,

wobei vpjae die Geschwindigkeit der oberen Platte darstellt.

'_dvx _ VPlaite _
}/—g—T”—konst. (Gl. 4)
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V Platte
—_—

A
dx/

h

dy

Abbildung 25: Kartenblattmodell; modifiziert nach [187]

Die Schubspannung 7 ist mit der Schergeschwindigkeit 7 verkniipft. Es gilt
T=1-y (GL. 5)

mit 7 =v- p als dynamischer Viskositit [Pas], v als kinematischer Viskositit [m?/s] und p
als Dichte [g/cm’] [187].

B Rheologische Korper

Die Rheologie beschreibt, wie sich ein Korper' bei Beanspruchung durch #uBere Krifte
verformt. Sie bewegt sich zwischen den beiden Extremen: idealer Festkorper und ideale
Fliissigkeit [78].

Ideale Festkorper verhalten sich rein elastisch, d.h. die Energie der Deformation kann
vollstindig zuriickgewonnen werden. Wenn der Korper entlastet wird, kehrt er sofort wieder
in den urspriinglichen Zustand zuriick. Ideale Fliissigkeiten und Gase hingegen werden durch
duflere Krifte irreversibel verformt. Die Deformationsenergie wird dabei in Wérme

umgewandelt und kann somit nicht zuriickgewonnen werden.

Reale Korper sind weder ideale Festkorper noch ideale Fluide. Selbst ein realer Festkorper
kann unter Anwendung gentigend groBBer Krifte irreversibel verformt werden. Reale Korper,
deren rheologisches Verhalten zwischen dem von idealen Fliissigkeiten und Festkorpern
eingestuft werden muss, weisen alle drei rheologischen Grundeigenschaften auf: Plastizitit,
Viskositdt und Elastizitit. Weist ein Korper gleichzeitig sowohl elastische als auch viskose
Deformationsanteile auf, wird er als viskoelastisch bezeichnet. Die Verformung eines
viskoelastischen Festkorpers stellt sich nach der Entlastung nahezu vollstindig zuriick, die der

viskoelastischen Fliissigkeit nur um den elastischen Anteil.

! Korper konnen in diesem Zusammenhang Festkorper, Fliissigkeiten und Gase sein.
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Fiir ideale Fliissigkeiten (Newton-Systeme) ist die Viskositdt eine Stoffkonstante und
lediglich eine Funktion von Temperatur und Druck, nicht aber von Hohe und Dauer der
dufleren Belastung. Bei den Nicht-Newton-Korpern ist die Viskositit zusédtzlich abhidngig von
der einwirkenden duBleren Kraft. Nicht-Newton-K6rper werden strukturviskos genannt, wenn
mit zunehmender Belastung eine Abnahme der Viskositit zu beobachten ist. Die
Charakterisierung solcher Systeme erfolgt durch die Aufzeichnung vieler Messwerte {iber

einen Deformationsbereich.

Strukturviskose Substanzen, die unter einwirkender Scherbelastung eine Viskositétsernie-
drigung erfahren, werden als pseudoplastische Systeme bezeichnet. Beginnen strukturviskose
FlieBkorper erst durch das Einwirken einer bestimmten Scherkraft zu fliefen, d. h. es liegt
eine FlieBgrenze' vor, wird der rheologische Kérper plastisch genannt. Unterhalb ihrer
FlieBgrenze verhalten sich solche Systeme wie elastische Festkorper, oberhalb werden sie

irreversibel verformt.

Besitzen strukturviskose Systeme neben der Belastungsabhéngigkeit der Viskositét zusitzlich
eine Zeitabhdngigkeit, zeigen sie den Effekt der Thixotropie. Thixotrope Korper sind solche
Systeme, die unter mechanischer Krafteinwirkung einer vollstindig reversiblen FlieBver-

fliissigung unterliegen.

Die Rheologie bietet die Moglichkeit, strukturelle Verdnderungen (Vernetzungsgrad),
insbesondere von Polymeren, anhand ihres rheologischen Verhaltens zu erfassen und vor
allem zu charakterisieren [78, 187, 189, 190, 191].

C Rotationsrheologie

Rotationsuntersuchungen haben zum Ziel, das Verhalten eines Korpers unter einer Belastung
zu untersuchen. Dabei wird der urspriingliche Zustand der physikalischen Wechselwirkungen
gestort. Das FlieBverhalten wird im Rotationsmodus durch das Rotieren eines Messkorpers in
der Probe erfasst. Dabei wird entweder die Schergeschwindigkeit vorgegeben und die
notwendige Schubspannung gemessen oder die Schubspannung vorgegeben und die sich
einstellende Schergeschwindigkeit gemessen. Es werden daher unterschieden: Versuche mit
Schubspannungsvorgabe: CS-Modus (engl.: controlled stress) und Versuche mit Scherge-

schwindigkeitsvorgabe: CR-Modus (engl.: controlled rate) [190].

Bei Rotationsuntersuchungen kann nicht nur die Verdnderung der Viskositdt einer Messprobe
mit zunehmender Belastung ermittelt werden, sondern auch ihre zeitliche Viskositéts-

anderung, d. h. ihr thixotropes Verhalten. Die Belastungsabhidngigkeit wird durch eine

' Die FlieBgrenze charakterisiert diejenige Kraft, die notig ist, um bei einer Testsubstanz, die einem Festkorper
dhnelt, die anfianglich elastische Verformung der Volumenelemente gegen eine raumméifige Verdnderung ihrer
Volumenteile zu ersetzen.
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Aufwirtsrampe (Aufkurve) der Vorgabegrofle ermittelt, die Zeitabhingigkeit durch eine
anschliefende Abwirtsrampe (Abkurve). Zusammen bilden sie die aufgenommene FlieBkurve
eines Systems. Versuche mit Vorgabe von Schergeschwindigkeitsrampen erlauben den

Vergleich von FlieBkurven von Nicht-Newton-Systemen.

D Oszillationsrheologie

Im Oszillationsversuch wird die Probe harmonisch (sinusférmig im Zeitablauf) belastet: mit
konstanter Frequenz wird entweder die Schubspannung harmonisch vorgegeben und die
phasenverschobene harmonische Deformationsantwort gemessen oder die Deformation
harmonisch vorgegeben und die dafiir notwendige harmonische Schubspannung und deren

Phasenverschiebung werden gemessen [189].

Dabei besteht wiederum die Moglichkeit, im CS-Modus die Schubspannungsamplitude %
vorzugeben und die zugehorige Deformationsamplitude ) zu erfassen oder im CR-Modus
genau umgekehrt zu verfahren. Im Unterschied zur Rotationsmessung werden im
Oszillationsversuch aber stets zwei Grolen vorgegeben und zwei Groflen erfasst. Die zweite
Vorgabegrofle ist die Kreisfrequenz @ [1/s] und die zweite MessgroBe die Phasen-
verschiebung J[°] (Abb. 26) [188].

Aus den Vorgabe- und Messgroflen (%, %, @, J) werden folgende rheologische Grofien

berechnet:
T,
Speichermodul G’ [Pa]: G'= 7'0055 (GL 6)
0
LT,
Verlustmodul G’ [Pa]: G :7‘51115 (GL 7)
0
G
Verlustfaktor tan o[1]: tan o = Y2 (GL. 8)
. e * * — 1 r 2 rr 2
Betrag der Komplexen Viskositit |77 | [Pas]: |77 |— 5 (G ) + (G ) (GL.9)
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anregende Schwingung

( Frequenz der Schwingung >

>

Schwingungsantwort
der Messsubstanz

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Grofien im Oszillationsversuch;
modifiziert nach [191]

Der Speichermodul G’ (Gl. 6) charakterisiert das elastische Verhalten einer Substanz und
stellt ein Mal} fiir die reversible und riickgewinnbare Deformationsenergie dar. Der Verlust-
modul G (Gl. 7) hingegen beschreibt das viskose Verhalten der Testsubstanz. Sein Wert
entspricht der irreversibel an die Umgebung abgegebenen und damit verlorenen Energie. Der
Verlustfaktor tan o (Gl. 8) beschreibt das Verhiltnis zwischen elastischem und viskosem
Anteil. Der Betrag der komplexen Viskositdt |77 *| beinhaltet sowohl elastische als auch
viskose Eigenschaften der Messsubstanz [188, 190].

Um reproduzierbare Substanzparameter zu erhalten, darf die molekulare Struktur der Probe
nicht zerstért werden. Darum wird die Probe im Oszillationsversuch nur innerhalb ihres

linear-viskoelastischen Bereiches (LVB) belastet, fiir den gilt: y,~7, .

Der LVB wird im CS-Modus durch Vorgabe einer konstanten Frequenz und groBer
werdender Schubspannungsamplitude, im Amplitudensweep, bestimmt. Aus dem bei
verschiedenen Frequenzen des Amplitudensweeps ermittelten LVB ergibt sich der
Messbereich des Frequenzsweeps, bei dem nun im CS-Modus eine groer werdende

Frequenz bei konstanter Schubspannung vorgegeben wird [191].

E Rheologische Auswertemodelle

Ostwald-, Herschel-Bulkley-Fit
Die vergleichende Betrachtung des FlieBverhaltens strukturviskoser Korper ohne
nennenswerte Thixotropie wird durch eine Kurvenanpassung moglich. Die Anpassung erfolgt

unter der Annahme, dass die Viskositdt der Zubereitung mit steigender Belastung abnimmt.
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Die Auswertung nach Ostwald (Gl. 10) ist fiir strukturviskose Systeme mit pseudoplastischem

FlieBverhalten geeignet:

T=m-D?" (GL.10) m Ostwald-Konsistenz [Pas"]
p Ostwald-FliefSindex [1]
D Schergeschwindigkeit [1/s]

Fiir strukturviskose Systeme mit FlieBgrenze erfolgt die Anpassung nach Herschel-Bulkley
(Gl 11) [188, 190, 192]:

t=1,+K-D” (GL 11) H Fliefigrenze (1) [Pa]
K Herschel-Bulkley-Konsistenz [Pas]
p Herschel-Bulkley-Index [1]
D Schergeschwindigkeit [1/s]

Dabei gilt fiir beide Methoden:
p MaB fiir die Strukturviskositit, d. h. die Kriimmung der Kurve
(idealviskos: p = 1, strukturviskos: p < 1)
Wert der Schubspannung 7[Pa] bei D =1 1/s und somit identisch mit dem

m Zahlenwert der Viskositit 77 [Pas] bei 1 1/s (17 =7/ D), MabB fiir die Konsistenz
der Zubereitung
K Mal fiir die Konsistenz der Zubereitung
Zeitkonstante

Bei hinreichend kleinen Schergeschwindigkeiten kann auch fiir ein strukturviskoses System
eine konstante Anfangsviskositdt, die Nullviskositit, gemessen werden. Genauso kann bei
sehr groflen Belastungen fiir solche Systeme eine konstante Endviskositéit erfasst werden.
Dieses belastungsabhidngige Verhalten wird z. B. durch das Cross- oder Carreau-Modell
beschrieben. Bei der Aufnahme von FlieBkurven mittels Schergeschwindigkeitsrampen soll
die Belastungsabhéngigkeit der Viskositit ermittelt werden. Besitzt die Substanz aber auch
ein zeitabhingiges FlieBverhalten, enthilt die FlieBkurve sowohl Informationen iiber die
Belastungs- als auch die Zeitabhdngigkeit. Eine Aufteilung in die beiden Anteile ist nicht

moglich.

Werden dagegen zwei FlieBkurven unmittelbar nacheinander gemessen, ist eine Aufteilung
moglich, weil dann zu jeder Schergeschwindigkeit zwei Viskositdten zu unterschiedlichen
Zeiten vorliegen. Mit einem einfachen Exponentialgesetz lassen sich die Startviskositét
(Extrapolation der Zeit gegen 0) und eine Zeitkonstante berechnen. Die Zeitkonstante ist ein
grobes MalB fiir die Dauer, die bis zum Erreichen der (unbekannten) Endviskositdt bendtigt
wiirde. Diese Auswertung soll helfen, eine Aussage dariiber zu treffen, welche Abhédngigkeit

biologisch signifikant ist: die zeitliche oder die belastungsabhingige [188].
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4.3.3.2  Untersuchungen

Die nachfolgenden Untersuchungen erfassen den Einfluss von DSCG und/oder der Polymere
Natriumhyaluronat (HA) und Methylcellulose' (MC) auf die rheologischen Parameter einer
Mucindispersion (M). Dabei werden das FlieBverhalten und das oszillationsrheologische
Verhalten der biomakromolekularen Dispersion und der Polymere untersucht. Die Erfassung
des Freigabeverhaltens von DSCG mit und ohne Polymerzusatz runden die Wechsel-

wirkungsstudien ab.

Ziel der Untersuchungen waren die Charakterisierung des bereits in 4.2.1 festgestellten
Effektes von DSCG auf die rheologischen Parameter der Mucindispersion sowie der
Vergleich bzw. die Kombination mit den mukoadhdsiven Polymeren HA und MC. Die
Polymerformulierungen sollten der Entwicklung einer geeigneten viskositdtserhohten und
mukoadhésiven Zubereitung zur nasalen Applikation fiir die nachfolgenden In-vivo-
Verfligbarkeitsstudien am Kaninchen (T 4.3.4) dienen sowie generell in Richtung eines

optimierten DSCG-Préparates zielen.

Aus der Herstellung des Probenansatzes mit den jeweiligen Zubereitungen resultierte fiir die
im Weiteren als Mucin (M) bezeichnete Dispersion eine Konzentration von 15 % (m/m). Die
Polymere lagen in den Probenmischungen in einer Konzentration von 0,25 % (HA) bzw. 0,68
% (MC) (m/m) vor. Die in den Abbildungen und Tabellen durch einen Schrigstrich
nachgestellten Mengenangaben [mg] fiir DSCG (z. B. DSCG/5) beziehen sich auf Gramm
Probengemisch. Die Verdiinnung der Zubereitung wiahrend des Probenansatzes jeweils um
den Faktor 4 entspricht in etwa der physiologisch auftretenden Verdiinnung durch das nasale
Sekret [160].

4.3.3.3 Rheologie — Mucinwechselwirkungen
A Rotationsrheologie

Die gewihlten Deformationsgeschwindigkeiten beziehen sich auf das Geschwindigkeits-
gefille, das sich iiber die mittlere Hohe der gesamten Mukusschicht (7,5 bis 15 um) der
Nasenschleimhaut ergibt (D = 0 bis 10 1/s) oder iiber die mittlere Hohe der oberen, viskosen
Schicht (0,5 bis 5 um) (D = 10 bis 100 1/s) [16, 68] und der Geschwindigkeit des rachenwiérts
gerichteten Transportes (5 bis 6 mm/min) durch die Zilientétigkeit. Die Dauer der Scherbean-
spruchung wurde der Verweildauer nasal applizierter Substanzen unter physiologischen
Bedingungen angepasst (20 min) [22].

' Methylcellulose ist eine partiell methylierte Cellulose (Ph. Eur. 2002). Eine 2%ige wissrige Zubereitung besitzt
eine Viskositéit von 3000 ... 5000 mPas.
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Abbildung 27 zeigt die Rheogramme' der Mucindispersion nach Zusatz von DSCG und/oder
HA in Abhéngigkeit von der Natriumcromoglicatkonzentration iiber den Schergeschwin-
digkeitsbereich von D =10 bis 100 1/s. Tabelle 28 listet die aus den Aufkurven nach
Ostwald-Fit* gewonnenen rheologischen KenngroBen (7p-; und p) sowie die Thixotropie-

flachen der FlieBkurven auf.

Mucin zeigt im Rheogramm das Verhalten eines strukturviskosen, pseudoplastischen Kérpers
mit nur geringen thixotropen Eigenschaften, d. h. zusétzliche sekundére chemische Bindungen
zwischen den verkndulten Molekiilketten spielen lediglich eine untergeordnete Rolle. Die
Strukturviskositit dominiert eindeutig die Thixotropie bzw. die Belastungsabhédngigkeit die
Zeitabhingigkeit. Daher ist die Zeitkonstante, d. h. die Zeit in Sekunden, die die Viskositit
zum Erreichen eines stationdren Zustandes bei Belastung benétigt, mit einer Gréenordnung
von 10° bis 10°s sehr hoch (Daten nicht dargestellt) [188]. Damit besitzt die Modelldispersion
die FlieBcharakteristika des nasalen Mukus [68]. Mit zunechmender Belastung (Husten,
Niesen) nimmt die Viskositét durch eine Orientierung und Entschlaufung der Makromolekiile
ab. Die Dauer der Belastung spielt dabei keine Rolle. Eine Riickstellung auf die fiir den

optimalen Transport notige Viskositit ist gewéhrleistet.

Der Zusatz von DSCG zu Mucin bewirkt eine konzentrationsabhidngige Zunahme der
Strukturviskositit (pyvypscg < pwm), die sich in einer hoheren Viskositit 7p-; duBert. Da
zugleich die AUCs der FlieBkurven, die Hysteresisflichen (ein hier relatives Mal} fiir die
Thixotropie, also fiir die Arbeit, die notwendig ist, um eine dreidimensionale Struktur zu
zerstoren [189]), mit der DSCG-Konzentration zunehmen, ldsst sich schlussfolgern, dass
zusitzliche sekundidre Bindungen entstehen. DSCG zeigt somit deutlich ,,adhésive*

Féhigkeiten.

Natriumcromoglicat ist negativ geladen und besitzt durch seine Carboxyl- und
Hydroxylgruppen die Moglichkeit zu Wasserstoffbriickenbindungen. Folgende Ursachen fiir
die Zunahme der Strukturviskositit durch den DSCG-Zusatz wiéren denkbar:

e DSCG ist an den entstehenden sekundédren Bindungen zwischen oder innerhalb der
Mucinmolekiilketten selbst beteiligt.

e DSCG verbessert im Sinne einer Hydrotropierung die Solvatation der
Makromolekiile und verstarkt somit gleichzeitig die inter- und/oder
intramolekularen Wechselwirkungen der Mucinmolekiile; die verknaulte

makromolekulare Struktur faltet sich auseinander.

' Auf die Darstellung der Fehlerindikatoren in den FlieBkurven wurde verzichtet, um die Ubersichtlichkeit zu
wahren. Prinzipiell lagen die Streuungen der Einzelwerte um 2 + 0,25 %.

? Eine makroskopisch wahrnehmbare FlieBgrenze unter dem Einfluss der Schwerkraft in den Probengefifien
konnte experimentell nicht gefunden werden. Deswegen wurde die Auswertung der FlieBkurven nach Ostwald
vorgenommen.
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Je stirker die Entfaltung der Mucinmolekiilketten bzw. die entstehende dreidimensionale
Netzwerkstruktur ausgepragt ist, umso stirker wird aber auch gleichzeitig die Beweglichkeit
der Molekiile eingeschriankt; die Scherviskositét steigt [174].
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Abbildung 27: FlieBkurven von Mucin mit Zusatz von DSCG (5, 10 mg/g) und/oder HA im Bereich von
D =10 bis 100 [1/s]

Tabelle 28: Rheologische Daten der Flieffkurven aus Abb. 27

Kurve Kurve

Hysteresisgiicpkurve [Pa/s]

A 54,65 D 80,1
B 269,85 E 219,67
C 352,23 F 360,48
Ostwald-Flieflindex p
A 0,787 D 0,567
B 0,662 E 0,515
C 0,585 F 0,475
Viskositdit np-, [Pas]

A 1,20 D 6,14
B 2,63 E 7,83

C 4,78 F 10,62
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Der Zusatz von HA zum Mucin bewirkt eine deutliche Zunahme der Strukturviskositét. Die
Viskositit des Gemisches aus beiden Polymeren als ,,Widerstand gegen das FlieBen* steigt.
Die schwach thixotropen Eigenschaften der Mucindispersion nehmen durch den Zusatz von
HA dagegen nicht in nennenswertem Malle zu (Tab. 28). Sekundire chemische
Bindungskrifte zwischen oder innerhalb der Molekiilketten der beiden Makromolekiile, d. h.
die Entstehung zusétzlicher dreidimensionaler Netzwerkkomponenten, spielen daher bei der
Zunahme der Strukturviskositdt keine Rolle. Sie ist somit hauptsidchlich durch eine

mechanische Verschlaufung der Ketten beider Makromolekiile (Interpenetration) bedingt.

HA in PBS pH 6,0 (0,25 % (m/m)) ist in guter Ndherung ein Newton-System (p = 1) mit einer
Viskositdt 77p-; von ca. 19 mPas [193]. HA zeigt somit durch die starke Viskositdtszunahme

in Kombination mit der Mucindispersion deutlich mukoadhisive Eigenschaften [194].

Der Zusatz der Kombination von HA und DSCG fiihrt zu einer markanten Zunahme der
Strukturviskositdt der Mucindispersion (pv/pscoma < pmpsce < pum), dabei treten gleichzeitig
deutliche thixotrope Effekte auf. Die in Hinblick auf eine angestrebte Zubereitung mit
langerer Verweildauer ,,positiven mukoadhésiven Eigenschaften der Einzelkomponenten HA

und DSCG scheinen sich nahezu zu addieren (7p-1 mpsca/HA = Np=1 M/DSCG + TTD=1 M/HA)-

Abbildung 28 zeigt die Rheogramme, die iliber einen sehr kleinen Schergeschwindig-

keitsbereich aufgenommen wurden.
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Abbildung 28: FlieSkurven von Mucin mit Zusatz von DSCG (5, 10 mg/g) und /oder HA im Bereich von
D =0 bis 10 [1/s]
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Tabelle 29: Hysteresisflichen der Flieffkurven aus Abb. 28

Hysteresisgiicpkurve [Pa/s]
A 0,17
12,76
26,7
0,49
10,81
20,14

O m g 0O W

Es sind wiederum die bereits erlduterten rheologischen Effekte festzustellen. Dariiber hinaus
ist im Bereich sehr kleiner Scherraten (D <1 1/s) im Rheogramm der DSCG-haltigen Proben
(Abb. 28, B, C und E, F) die Tendenz einer Fliegrenze zu erkennen. Das heift, dass im
Ruhezustand ein inter- und/oder intramolekulares Netz von sekundidren Bindungskréiften
aufgebaut wird, das dem System Feststoffcharakter verleiht. Zum Auslosen des FlieB3-
vorganges ist daher eine Mindestkraft erforderlich. Das Auftreten einer FlieBgrenze kann
somit auch als MaB fiir den Assoziationsgrad in der Probe interpretiert werden. Da jedoch
kleine duflere Krifte geniigen, um die entstandenen Assoziationen zu zerstoren, scheinen
lediglich sekunddre chemische Bindungskréfte beteiligt zu sein. Bei der vergleichenden
Betrachtung der Hysteresisflichen der FlieBkurven (Tab. 28 und 29), die iiber die
Schergeschwindigkeitsbereiche D = 0 bis 10 1/s (Abb. 28) und D = 10 bis 100 1/s (Abb. 27)
aufgenommen wurden, wird das besonders deutlich. Wéhrend bei groBerer Belastung (Abb.
27, Tab. 28) das Verhéltnis der Hysteresisflichen von Mucin und dem Mucin/DSCG-Gemisch
ungefdhr 1:4 betrdgt, ist im kleinen Schergeschwindigskeitsbereich die Hysteresisflache der

natriumcromoglicathaltigen Probe 70mal (Tab. 29) so gro8.

Das FlieBverhalten des Mucin/DSCG-Gemisches ist sogar in den Probengefilen zu
beobachten: unterhalb einer zum Auslosen des FlieBvorgangs notwendigen Kraft reagiert das
System elastisch auf die einwirkende Belastung. Die in der Aufwirtskurve der Probe
M/DSCG/10 (Abb. 28, C) erkennbare ,,Nase* im Bereich von D = 1 1/s deutet auf diese
elastischen Anteile in der Probe hin. Nach deren ,,Uberfahren* werden nur noch die viskosen
Anteile der Messprobe erfasst [191].

DSCG und HA zeigen in Kombination mit der Mucindispersion deutlich ,,adhdsive* (DSCG)
bzw. mukoadhisive (HA) Eigenschaften, die sich in einer Zunahme der Strukturviskositét
duBern. Der Zusatz von DSCG bewirkt dabei hauptsichlich das Entstehen einer drei-
dimensionalen Netzwerkstruktur, d. h. einer zeitabhingigen, also thixotropen Komponente.
Das tritt besonders deutlich im Bereich kleiner Schergeschwindigkeiten (D = 0 bis 10 1/s)
hervor, also fiir das Geschwindigkeitsgefille, dass sich iiber die obere, viskosere

Mukusschicht der Nasenschleimhaut ergibt. Die Zunahme der Strukturviskositit nach Eintrag
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des Polymeres HA ist auf die Verschlaufung der Molekiilketten beider Makromolekiile
zuriickzufiihren. Bei Zusatz der Kombination aus HA und DSCG zur Mucindispersion

scheinen sich beide Effekte zu addieren.

Die folgenden oszillationsrheologischen Untersuchungen sollen die Art der Wechselwirkung

von DSCG und HA mit der Mucindispersion charakterisieren.

B Oszillationsrheologie

Die Elastizitdt des nasalen Mukus ist der entscheidendste Parameter seiner rheologischen
Eigenschaften fiir eine optimale MCC. Die Ermittlung der Viskosititswerte ohne Kennzeich-
nung der elastischen Eigenschaften fiihrt zu einer unzureichenden Charakterisierung dieses
Systems [68].

Ist eine Probe viskoelastisch, so wird ein Teil der Energie bei Belastung in einer elastischen
Verformung der Molekularstruktur gespeichert. Die Erfassung der Viskoelastizitit kann iiber
Kriechversuche sowie liber Versuche mit erzwungener Oszillation (dynamische Messung)
erfolgen. Die Bestimmung der elastischen Eigenschaften ermdoglicht einen Einblick in die
Molekiilstruktur der untersuchten Substanz [82], da es zu keiner Zerstorung der molekularen
Struktur der Probe kommt. Ein weiterer Vorteil der Oszillationsmessungen liegt in der
Moglichkeit, gleichzeitig die viskosen und elastischen Anteile der Messprobe zu bestimmen
[78].
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Abbildung 29: Frequenzsweep von Mucin: Speichermodul G" (A), Verlustmodul G (M),
Betrag der Komplexen Viskositiit | n*| ()



Untersuchungen mit Natriumcromoglicat — Rheologie 97

Abbildung 29 zeigt den Frequenzsweep von Mucin. Die Viskoelastizitit der Modellsubstanz
ist deutlich an dem frequenzabhéngigen, elastischen (G") und viskosen Modul (G"") zu
erkennen [16]. Die Probe verhélt sich fliissigkeitsartig (G" < G’’, tan 0 > 1) und zeigt im
Frequenzsweep das Verhalten linearer Makromolekiile mit relativ breiter Molekiilmassen-
verteilung, deren Netzwerk hauptsidchlich aus sterischen Verschlaufungen der Molekiilketten
und in untergeordneter Dominanz durch Quervernetzungen innerhalb des Molekiils oder
zwischen den Molekiilketten die Elastizitdt bedingt [188, 187].

Die Frequenzabhingigkeit der Moduln erklirt sich wie folgt: Bei kleinen Frequenzen haben
die Molekiile viel Zeit, sich zu entwirren und gleichzeitig zu entspannen; sie flieBen
aneinander vorbei und reagieren hauptsichlich viskos. Mit zunehmender Frequenz reagieren
die Proben zuerst innerhalb des Netzverbandes mit Wider-stand gegen die Deformation und
verhalten sich dhnlich wie Festkorper. Die Verbindungs-glieder strecken sich elastisch.
Danach beginnen sich die Molekiilglieder zu entschlaufen, zu orientieren und schlielich zu
flieBen [189].

Abbildung 30 zeigt, dass der Zusatz von DSCG zur Mucindispersion die Kurven des
Frequenzsweeps gegeniiber Abbildung 29 deutlich verdndert. Mit zunehmender Konzen-
tration an DSCG (5 — 10 mg/ml DSCG) erhoht sich der Betrag der komplexen Viskositét,
weil sowohl der viskose Modul (G ") als auch der Speichermodul (G") zunehmen. Eine
mogliche Erkldarung dafiir ist, dass der Anteil der tempordren Quervernetzungen in der Probe
konzentrationsabhéngig markant ansteigt. Die miteinander verschlauften Molekiilketten des
Mucins verwickeln sich durch inter- und/oder intramolekulare Wechselwirkungen zusétzlich
und erhalten durch die Bildung unbestdndiger, temporédrer Knotenpunkte (nichtkovalent) eine
deutlich netzartige Struktur. Durch die Auspriagung der Netzwerkstruktur steigen sowohl der
Widerstand gegen das viskose FlieBen (Behinderung der Entschlaufung im Bereich kleiner
Frequenzen) als auch der Widerstand gegen die elastische Verformung (Anzahl dehnbarer
Kettenglieder des dreidimensionalen Netzwerkes wird erhoht) [189]. Dabei kann im Bereich
hoher Deformationen (z. B. Abb. 30, @w > 10 1/s) sogar beobachtet werden, dass das

elastische Verhalten das viskose Verhalten dominiert (G"> G 7).
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Abbildung 30: Frequenzsweeps von Mucin mit DSCG unterschiedlicher Konzentration (5, 10
mg/g):Speichermodul G (A), Verlustmodul G (M), Betrag der Komplexen Viskositiit
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Abbildung 31 zeigt die Frequenzsweeps der polymerhaltigen (HA und MC) Proben. MC
wurde als nichtionisches, schwach mukoadhédsives Polymer [73] zum Vergleich ausgewéhlt.

Der Zusatz der Polymere HA bzw. MC zum Mucin (Abb. 31) ldsst im Vergleich zur DSCG-
Zugabe (Abb. 30) hauptsiachlich eine Zunahme der absoluten Werte erkennen. Der Verlauf
der Kurven im Frequenzsweep verdndert sich kaum. Daraus ist zu schlussfolgern, dass
vorrangig physikalische Verschlaufungen der Makromolekiile erfolgen, die sowohl zu einer
Erhohung der Elastizitdt (Anzahl dehnbarer Kettenglieder wird erhoht) als auch der Viskositit
(Behinderung der Entschlaufung im Bereich kleiner Frequenzen) fiihren. Die Polymere selbst
zeigen in den verwendeten Konzentrationen (0,25 % HA bzw. 0,68 % MC in PBS pH 6,0)
keine viskoelastischen Eigenschaften (Daten nicht dargestellt). Thre Eigenviskositidten sind

vernachléssigbar klein.
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Abbildung 31: Frequenzsweeps von Mucin unter Zugabe der Polymere HA (links) und MC (rechts):
Speichermodul G* (A), Verlustmodul G** (Hl), Betrag der Komplexen Viskositiit | 7*|(®)
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Abbildung 32: Frequenzsweeps von Mucin unter Zugabe von MC und DSCG (5 mg/g):
Speichermodul G’ (A), Verlustmodul G’ (l), Betrag der Komplexen Viskositiit | 7*|(®)
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In Abbildung 32 und 33 sind die Frequenzsweeps von Mucin mit einem Zusatz aus der
Kombination MC (Abb. 32) bzw. HA (Abb. 33) mit DSCG dargestellt. Die fiir die
Einzelkomponenten gefun-denen Effekte spiegeln sich in den Frequenz-sweeps der

Kombinationen wider.

Die Kombination M/HA/DSCG (Abb. 33) unter-scheidet sich in den Kurven der
Frequenzsweeps deutlich von der Kombination M/MC/DSCG. Wihrend im Bereich niedriger
Frequenzen der viskose Modul von Mucin im Gemisch mit HA und DSCG {iberwiegt,
dominiert im Bereich hoher Frequenzen wiederum das elastische das viskose Verhalten. Die

Zubereitung verhilt sich bei hohen Frequenzen festkorperartig (tan 6< 1) [190].
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Abbildung 33: Frequenzsweeps von Mucin unter Zugabe von HA/DSCG/5 (links) und HA/DSCG/10
(rechts): Speichermodul G'(A), Verlustmodul G (H), Betrag der Komplexen Viskositit
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Tabelle 30 stellt die Ergebnisse der oszillationsrheologischen Untersuchungen aller Proben
(Abb. 29 bis 33) zusammen. Es sind die Steigungen (m) aus der graphischen Auftragung von
»log G' gegen log @ (Kreisfrequenz)“ sowie die rheologischen Charakteristika der
Oszillationsmessungen (G, G, tan §) dokumentiert. Die rheologischen Parameter G, G,
tan O sind den Frequenzsweeps bei einer mittleren Kreisfrequenz (@ = 16,9 1/s) entnommen

[73]. Sie ermdglichen einen einfachen Vergleich.

Die Steigung m kann als MaB fiir die Quervernetzung der Mucinglykoproteine betrachtet

werden. Sie betrdgt bei rein physikalischer Verschlaufung zwei (wobei die Anpassung an die
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Gerade nur im Bereich kleiner und mittlerer Frequenzen gegeben ist, siche Korrelations-
koeffizient (K)) und bei einem permanenten, durchvernetzten Netzwerk (kovalente
Bindungen) Null [187]. Eine abnehmende Steigung der Geraden verdeutlicht somit den
Ubergang zu einer Netzwerkstruktur durch temporire Knotenpunkte, die nicht durch

physikalische Verschlaufungen bedingt sind.

Der statistische Vergleich der ermittelten Daten erfolgte beispielhaft fiir G'. Dabei wurden
sowohl die Werte fiir w = 16,9 1/s als auch die Steigungen des gesamten Frequenzsweep

gegeneinander verglichen (siche Anhang 7.6).

Tabelle 30: Rheologische Kenngrofien der Frequenzsweeps (zur Statistik s. auch 7.6)

G’ [Pa] G’ [Pa] tan 0 m [Pa/s] K
Mucin 4,01(0,48) 8,88 (0,35) 2,33(0,14) 1,43 (0,164) 0,981
+DSCG/5 6,58 (1,00) 11,86 (1,18) 1,82(0,17) 1,12(0,069) 0,994
+ DSCG/7,51 11,56 (2,11)* 17,34 (2,39) 1,51 (0,09) 0,87 (0,035) 0,998
+ DSCG/10 13,78 (2,11)* 19,13 (2,36) 1,40 (0,08) 0,77 (0,030) 0,998
+MC 8,94 (0,50 16,07 (0,60) 1,80 (0,04) 1,31 (0,139) 0,988
+ MC + DSCG/5 9,98 (1,14)* 18,60 (1,56) 1,87 (0,05 1,19 (0,139) 0,992
+ HA 13,83 (1,00)* 18,27 (1,57) 1,32 (0,02) 1,01 (0,090) 0,992
+ HA + DSCG/5 20,70 2,21)* 24,27 (2,08) 1,18 (0,02) 0,87 (0,051) 0,995
+HA +DSCG/7,5"  23,953.,18)* 27,40 2.40) 1,150,060 0,74 (0,044) 0,996
+ HA + DSCG/10 30,05 (1,06)* 32,00 (2,55) 1,00 (0,11) 0,76 (0,036) 0,997

" ohne graphische Darstellung

+ SD bzw. SEM in Klammern

Werte fiir G', G”', tan ¢ aller Zubereitungen signifikant vom Wert fiir Mucin verschieden (#-Test)
* signifikant vom Wert fiir M/DSCG/5

Der Zusatz aller Zubereitungen zur Mucindispersion fiithrte zu einem signifikanten Anstieg
von ,,Viskositit” (G”" bei w = 16,9 1/s) und Elastizitit (G  bei w = 16,9 1/s), wobei letztere in
ausgepriagterem Malle zunahm (AG™ > AG”).

Der Einfluss polymerer Zusétze zu einer Mucindispersion wurde auch durch Caramella et al.
[82] und Madsen et al. [73] mit dieser Konsequenz beschrieben. Verantwortlich fiir das
verstirkte tempordre Netzwerk durch zusétzliche Verschlaufungen und damit dehnbare
Segmente ist dabei im Falle des Zusatzes von MC lediglich der Eintrag zusétzlicher

Makromolekiile (my = mymc, nicht signifikant (-Test, s. 7.6)). Fir HA scheint zudem das
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Entstehen von Netzpunkten durch zusdtzliche sekunddre Bindungen vorzuliegen

(mam > myyna; signifikant (z-Test, s. 7.6)).

Das konzentrationsabhéngige temporédre inter- und/oder intramolekulare Vernetzen der
Mucinmolekiile durch DSCG findet in den Daten der Tabelle 30 deutlich Ausdruck (my >>
mmpsce, signifikant (¢-Test, s. 7.6)). Eine weitere Erhohung der DSCG-Konzentration auf
12,5 mg je Gramm Probengemisch verstirkte den Effekt nicht weiter. Fiir eine resultierende
Konzentration von 2,5 mg DSCG je Gramm Gemisch verdnderten sich die rheologischen

Parameter der Mucindispersion kaum (Daten nicht dargestellt).

Die folgende Abbildung 34 veranschaulicht die Zunahme der Elastizitidt der Mucindispersion
durch den Zusatz von DSCG, HA und MC. Dargestellt sind die rheologischen Synergismen
AG’, die durch AG'= (G’ mix - G Mucin) €rmittelt werden [73].

4 HA/DSCG/10 26,04 (1,16)
, HA/DSCG/7,5 19,94 (3,22) Uberadditiver
AG'[Pa] HA/DSCG/5 16,69 (2,26) Anteil
HA 9,82 (1,11)
DSCG/10 9,77 (2,16)
DSCG/7,5 7,55 (2,16)
MC/DSCG/5 5,28 (1,30)
MC 4,24 (0,80)
DSCG/5 2,57(L,11)
DSCG/10 +
DSCG/7,5 "‘F'“ I =
DSCG/5
<4—— DSCG—10u-—p <+— MC—p < HA >

Abbildung 34: Rheologische Synergismen AG " [Pa]
(+) = zugefiigter DSCG-Anteil zum jeweiligen Polymer

In Analogie zur Ermittlung der iiberadditiven Viskositdtszunahme bei der Bestimmung des
Mukoadhisionsindexes ({3.3.3, 75.2.5.2) bedeutet ein AG" [Pa] ein Auftreten mukoad-
hisiver Wechselwirkungen [73, 87]. Die ermittelten Werte liegen fiir DSCG/10 im Bereich
des als deutlich mukoadhdsiv beschriebenen HA [194] und {iibertreffen dabei signifikant
(t-Test, s. 7.6) den Effekt des leicht mukoadhésiven Polymers MC [195] in den hier
verwendeten Konzentrationen. DSCG zeigt also eine ausgeprigte Wechselwirkungstendenz
mit den Komponenten der Mucindispersion. Mdgliche Griinde dafiir wurden bereits bei der
Diskussion der FlieBkurven angefiihrt (1 4.3.3.3, A). Die Oszillationsuntersuchungen
bestidtigen nunmehr die Vermutung, dass zusétzliche sekunddre chemische Bindungen

entstehen.
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Die Kombination aus HA und DSCG fiihrte dabei zu einer Erh6hung von AG’ iiber das Maf}
hinaus, das der Addition der Effekte beider Komponenten entspricht. Es liegt somit ein
zuséatzlicher Synergismus vor (schwarze Fldchen in Abb. 34). Da die aus der Darstellung ,,log
G’ gegen log @ (Abb. 30 und 33) errechneten Steigungen sich nicht signifikant (z-Test,
s. 7.6) verandern (mmpscaio = myympscama/io) (Tab. 30), konnen zusétzliche inter- und/oder
intramolekulare ,,Vernetzungen* der Mucinmolekiile durch sekundire chemische Bindungen
infolge des kombinierten DSCG/HA-Zusatzes nicht die Ursache fiir die iiberadditive
Elastizititszunahme sein. Vielmehr scheint die Zubereitung aus HA und DSCG die

Interpenetration des Polymers HA in das Netzwerk der Mucinmolekiile zu beglinstigen.

Die folgenden rheologischen Untersuchungen sollen die Zubereitung DSCG/HA
charakterisieren. Die Charakterisierung der Kombination DSCG/MC soll einen Vergleich

ermdglichen.

4.3.3.4 Rheologische Untersuchungen der Polymerzubereitungen

Die iiberadditive Komponente der rheologischen Synergismen (Abb. 34) kann sich letztlich
nur durch Folgendes ergeben:

e durch Verstirkung der Interpenetration und Verschlaufung von HA mit den
Mucinmolekiilketten (mypscciio = mmmpscamaio); vorausgesetzt der DSCG-Effekt auf
die Mucindispersion bleibt in der Kombination DSCG/HA mit Mucin in vollem Umfang
erhalten (Eine Moglichkeit zur Interpenetration in das Netzwerk des Mucins besteht fiir
das nichtmakromolekulare DSCG nicht.)

e durch zusitzlich entstehende sekundire Bindungen und damit ,,Quervernetzungen® zwi-
schen oder innerhalb der Mucinmolekiile durch das Polymer HA infolge seiner verbesser-
ten Interpenetration in das Mucinnetzwerk; vorausgesetzt die Kombination DSCG/HA im

Gemisch mit Mucin vermindert den DSCG-Eftekt (mypsca/io = mympscama/io)

In beiden Féllen ist die verbesserte Interpenetration der HA-Molekiile in das Netzwerk der
Mucinmolekiile eine mdgliche Ursache. Demnach miisste der Zusatz von DSCG zu einem
HA-Gel auch einen Einfluss auf dessen rheologisches Verhalten ausiiben. Die verbesserte
Féahigkeit von HA zur Interpenetration in das Mucinnetzwerk durch dessen Kombination mit
DSCG sollte sich im Sinne einer besseren Hydratation (Hydrotropierung durch DSCG) in
einer groBeren Beweglichkeit der Polymerketten &uflern, die aus den verminderten
Interaktionen zwischen den oder innerhalb der einzelnen HA-Ketten resultiert. Gleichzeitig
konnte dadurch die Fahigkeit von HA, mit den Mucinmolekiilen zu wechselwirken, verbessert
werden. Da die groBere Beweglichkeit der HA-Ketten in der Kombination mit DSCG zur
einer Auffaltung der makromolekularen Struktur der HA-Molekiile fiihrt, sollte fiir das
Gemisch DSCG/HA eine Erhohung der dynamischen Viskositét feststellbar sein.
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Da eine 0,25%ige Losung von HA — wie in den bisherigen Versuchen verwendet — keine
detektierbaren viskoelastischen Anteile besitzt, wurde der Einfluss von DSCG (20, 40 mg/ml)
auf eine 1%ige Zubereitung von HA in PBS (pH 6,0, x=0,201) untersucht. Diese
konzentrierte Losung von HA zeigte ein schwach pseudoplastisches FlieBverhalten, ohne
nennenswerte Thixotropie und ohne Fliegrenze (Daten in Anhang 7.3 dargestellt). Das kann
folgendermaBen erkldrt werden: die linearen Molekiilketten sind zu einem flexiblen Netzwerk
verwickelt, das die Grundlage fiir die viskoelastischen Eigenschaften bildet [193]. Die
rheologischen Eigenschaften von HA-Losungen werden in erster Linie durch die
Konfiguration des HA, in zweiter Linie durch seine stark milieuabhéngige Konformation
bestimmt [196]. Vor allem Art und Menge der Fremdelektrolytzuséitze beeinflussen die
stofflichen (Verschlaufungen, Verhakungen) und energetischen Interaktionen in der
Polyelektrolytlosung [197].

Aus den Daten der Tabelle 31 lassen sich folgende Aussagen ableiten:
Fliefiverhalten (FlieBkurve, D = 10 bis 100 1/s, auf und ab) (Graphen in 7.3 dargestellt, Fit
nach Ostwald)

e Die Viskosititen 7p-; nehmen in Abhéngigkeit von der DSCG-Konzentration (0,
20, 40 mg/ml) zu. Dabei zeigt die Zubereitung aus HA und DSCG kaum thixotrope
Eigenschaften (Hysteresisflichen < 2 Pa/s). Ein dreidimensionales Netzwerk durch
zusitzliche sekundére Bindungen scheint somit nicht zu entstehen.

e Die Belastungsabhingigkeit der Viskositit, wird kaum verdandert (pya = pra/pscaG0
~ PHA/DSCG/40)-

Oszillation (Frequenzsweep, w= 0,1 bis 10 Hz, M = 0,8 mNm) (Graphen in 7.3 dargestellt)
Die Anstiege m der Darstellung ,,Jlog G gegen log &/ nehmen mit der DSCG-Konzentration
zu (Tab. 31). Die HA-Molekiile liegen in einer weniger starren Konformation vor, werden
beweglicher und kénnen damit zwar starker verschlaufen, aber unter Belastung auch schneller
entschlaufen.

e Der tan ¢ als Mal fiir das Verhéltnis von viskosen zu elastischen Anteilen wird
kleiner. Bei hoheren Frequenzen dominiert fiir DSCG/40/HA das elastische
Verhalten, die Elastizitdit der Mischung nimmt deutlich zu. Die weniger starre
Konformation und die damit stirkere Verkndulung finden ihren Ausdruck in der
starkeren Frequenzabhéngigkeit der Moduln (sieche zuvor). Da sich durch die
verdnderte Konformation auch gleichzeitig der Widerstand gegen das viskose
FlieBen erhoht (G'") (Ausrichtung in FlieBrichtung durch Verknédulung behindert),

steigt auch die Gesamtviskositit der natriumcromoglicathaltigen Systeme.

MC (0,68 %) in PBS zeigt generell das fiir Celluloseether typische pseudoplastische
FlieBverhalten. Bei hoher Konzentration (2,68 % (m/m)) tendiert das System zur Ausbildung
einer FlieBgrenze und zu thixotropem FlieBen. Der DSCG-Zusatz verdndert hier die

rheologischen Eigenschaften kaum (Daten nicht dargestellt).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden: der Natriumcromoglicatzusatz bewirkt eine
Verdanderung der Konformation der HA-Molekiile, die vermutlich durch den zusitzlichen
Eintrag negativer Ladungen im Sinne einer weniger starken elektrischen Abschirmung der
HA-Molekiile gegeneinander entsteht. Die Polymerketten werden besser hydratisiert; durch

die stiarkere Verschlaufung steigen Viskositit und Elastizitit der Mischung.

DSCG bildet folglich mit HA in PBS ein System, das durch seine Kombination
Mucinwechselwirkungen im Sinne einer zusétzlich gesteigerten Mukoadhisivitét, beruhend
auf besserer Moglichkeit zur Interpenetration, zeigt. Die Interpenetrationstahigkeit
makromolekularer Stoffe liefert einen entscheidenden Beitrag bei der Entstehung
mukoadhésiver Wechselwirkungen [73], wobei die Flexibilitit der Polymerketten

entscheidend ist fiir ihre gegenseitige Interpenetration und Verschlaufung [83].

Tabelle 31: Rheologische Kenngrdofien der Kombination HA/DSCG

Fliefikurve Frequenzsweep
p Np-1 [Pas] tan O [1] m'
HA 0,455 4,760 1,13 0,737
HA/DSCG/20 0,426 6,021 1,10 0,839
HA/DSCG/40 0,412 7,395 0,994 0,934

1

m=Alog G’[Pa]/Alogw [s™']

4.3.3.5 In-vitro-Liberation

A Einleitung

Die mukozilidre Clearance bedingt eine kurze Verweildauer auf der Nasenschleimhaut und
wirkt damit der Permeation von Arzneistoffen prinzipiell entgegen. Dariiber hinaus kann auch
der Mukus selbst, ebenso wie das Epithel, eine Diffusionsbarriere darstellen [22, 75, 198].
Determinierend sind hierfiir die physikochemischen Eigenschaften des Arzneistoffmolekiils
(Molekiilmasse, Ladung, Hydratationsradius, Féhigkeit zu Wasserstoffbriickenbindungen).
Aber auch der Anteil von Glykoproteinen im nasalen Mukus, das Ausmall der
»Quervernetzungen“ der Mucinmolekiile und die Molekiilmasse zwischen zwei
Verbindungspunkten des Mucinnetzwerks nehmen Einfluss [71] (siche Abb. 7). Bei
Arzneistoffen, die in ausgeprigtem Malle mit den Glykoproteinen des nasalen Mukus
wechselwirken, kann diese Interaktion unter Umstinden sogar einen permeations-

begrenzenden Faktor darstellen und die systemische oder lokale Verfiigbarkeit dadurch
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verringert sein [199]. Insbesondere geladene Partikeln mit der Fahigkeit zu Wasserstoft-

briickenbindungen und lipophile Partikeln sind davon betroffen [76, 198].

Die Diffusion geloster, sphirischer Partikeln wird nach dem Gesetz von Stokes-Einstein auch
durch die Viskositdt beeinflusst (Gl. 12).

D Diffusionskoeffizient
kg  Boltzmann-Konstante

(Gl 12) n  Viskositit

T  Absolute Temperatur

D:kB—'T
6-7-r-m

r  Hydrodynamischer Teilchenradius

Bei wissrigen Systemen mit makromolekularem Zusatz muss zwischen der Viskositit der
Zubereitung und der des Diffusionsmediums unterschieden werden. Die ,,Makroviskositét*
der Zubereitung steigt durch die verschlungenen, hydratisierten Molekiilketten an. Sie stellt
eine Diffusionsbehinderung dar. Die Viskositédt des Diffusionsmediums Wasser erfahrt dabei
keine Verdnderung [192]. Daher ist nicht in jedem Fall mit einer Korrelation von

Diffusionsquotient und Viskositét zu rechnen [89].

Liegt die Matrix durch Verknidulungen und ggf. zusitzliche sekundire chemische Bindungen
als ein dreidimensionales Netzwerk vor und sind die diffundierenden Wirkstoffpartikeln in die
Matrix inkorporiert, so wird ihre Freisetzung aus dem Geriist, als Voraussetzung zur
Diffusion, zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Eine solche matrixkontrollierte
Diffusion ist durch einen zunehmenden Diffusionsweg der Partikeln gekennzeichnet, d. h. die
Diffusionsgeschwindigkeit der gelosten Partikeln ist zeitlich nicht mehr konstant, sondern
nimmt mit der Zeit ab [192]. Dagegen bleibt die Diffusionsgeschwindigkeit in einem
diffusionskontrollierten System nach Erreichen eines Steady-state-Zustandes konstant
(Diffusionsgeschwindigkeit zur Grenzflache ist gleich der Diffusionsgeschwindigkeit in der
Grenzflache).

Waihrend das Permeationsmodell ({ 3.3.2 und 4.2.2.2) den Durchtritt eines gelGsten Stoffes
durch eine Schicht (Membran) erfasst, dient das Liberationsmodell der Erfassung des
Diffusionsverhaltens von gelosten Arzneistoffen aus einer praktisch unendlich dicken Schicht.
Dementsprechend ist die Versuchsanordnung aus zwei Halbzellen so gestaltet, dass bei
Einhaltung von Sink-Bedingungen im Freigabekompartiment (das Akzeptorvolumen wird im
Kreislauf an der ruhenden Freigabeschicht vorbeibewegt) die Liberationsmembran
(Nephrophan®) lediglich eine Trennfunktion fiir die Kompartimente erfiillt. Es gilt fir die

freigegebene Menge an gelostem Arzneistoft:
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D, -t (0] Freigesetzte Arzneistoffimenge zur Zeit t [ug/
Q=2-A-cy,|—2 (GL 13) )
Dapp  Diffusionskoeffizient [cm™/s]
co Ausgangskonzentration [ug/ml]
(Q / \/; )2 T A Diffusionsfléiche [ cm2]
awp =, 20 (GL 14) S
¢y A t Zeit [min]

Dieses entsprechend den Versuchsbedingungen aufgeldste Diffusionsgesetz, die Higuchi-
Gleichung, beschreibt somit die matrixkontrollierte Diffusion. Charakteristisch fiir Daten
solcher Freigabeuntersuchungen ist eine Wurzel/Zeit-Beziehung, die der Anfangs-

konzentration proportional ist [78].

Nach Gleichung 12 spielt auch der hydrodynamische Radius der geldsten diffundierenden
Teilchen eine Rolle. Der Diffusionskoeffizient bei konstanter Viskositét ist dabei in guter
Néherung der dritten Wurzel der Molekiilmasse (MM) proportional [198]. Im Folgenden sind
die anhand der gewonnenen Liberationsdaten berechneten Diffusionskoeffizienten der

Arzneistoffe mit dieser priziseren Gleichung ermittelt worden (konstant =D, - MM 5 ) [198].

B Untersuchungen

Es wurde das Liberationsverhalten von DSCG, OXY und FLU aus der Mucindispersion, ggf.
nach Zusatz von HA, bestimmt (Probenansitze der rheologischen Untersuchungen ({ 4.3.3.2
und T5.2.5)). Die Untersuchung der Liberation von DSCG aus dem Gemisch mit Mucin
sollte die direkte Wechselwirkung von DSCG mit den Mucinmolekiilen bestéitigen. Der
Vergleich des Liberationsverhaltens von DSCG mit dem von OXY und FLU
(,, Vergleichssubstanzen®), die nicht mit der Mucindispersion wechselwirken, diente dazu, den
Einfluss der Wechselwirkung von DSCG mit Mucin auf dessen Freigabe und damit dessen
nasale Verfiigbarkeit zu ermitteln. Um den durch den DSCG-Zusatz zur Mucindispersion
bedingten Viskosititsanstieg als Einflussparameter auf die Liberation (Gl 12) der
Vergleichsubstanzen zu eliminieren, wurde das Liberationsverhalten von OXY und FLU aus
den natriumcromoglicathaltigen Mucinprobenansitzen erfasst. Die direkte Vergleichbarkeit

der Liberationsdaten von DSCG mit denen von OXY und FLU war auf diese Weise gegeben.

Dariiber hinaus wurde auch das Freigabeverhalten von DSCG aus dem HA-Gel bestimmt, um
die Zubereitung in Hinblick auf eine fiir DSCG optimierte nasale Formulierung zu
charakterisieren (T 4.3.4). Die Erfassung der Freigabe von DSCG aus dem isoviskosen
Methylcellulosegel diente wiederum der Vergleichbarkeit (1 4.3.3.3).
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Hypothesen:

e Liegt zwischen den Mucinmolekiilen und DSCG eine direkte Wechselwirkung vor,
sollte die Liberation von DSCG aus dem Gemisch mit Mucin iiber den
makroviskositdtsbedingten Rahmen hinaus behindert sein (Vergleich mit OXY und
FLU). Eine verminderte Freigabe von DSCG aus Mucin, verglichen mit OXY und
FLU, kann nur dann auftreten, wenn die Zunahme der Strukturviskositit der
Mucindispersion durch DSCG-Zusatz nicht allein durch Verdnderungen der
Konformation der Mucinmolekiile bedingt ist (verstirkte inter- oder
intramolekulare Wechselwirkungen durch zusétzlichen Ladungseintrag infolge des

DSCG-Zusatzes), sondern DSCG an den Mucinglykoproteinen ,,fixiert™ ist.

e AuBert sich die Wechselwirkung von DSCG mit den Mucinmolekiilen in der
Entstehung zusitzlicher dreidimensionaler Netzwerkkomponenten durch sekundire
Bindungen, sollte die Diffusion von OXY und FLU aus dem Gemisch
Mucin/DSCG im Vergleich zum DSCG-freien Mucin zusétzlich behindert sein.
Ursache fiir eine solche Verringerung wére dabei der verkleinerte Abstand r
zwischen den Ketten bzw. Kettenabschnitten (siche Abb. 7) [83].

e Liegt dariiber hinaus keine direkte Wechselwirkung zwischen HA und DSCG vor,
sollte die Freisetzung von DSCG aus dem Gemisch mit Mucin im Vergleich mit
OXY und FLU kaum zusétzlich beeintrdachtigt werden. Das betrifft auch die

Freisetzung aus dem mucinfreien System DSCG/HA.

Um eine negative Beeinflussung der rheologischen Parameter der Mucindispersion durch den
Zusatz von OXY und FLU im Gemisch mit DSCG bzw. HA auszuschlieen, wurden in
Analogie zu 4.3.3.3 mit den Probenansidtzen der Liberationsstudien Frequenzsweeps
aufgenommen. Im Gegensatz zu OXY fiihrte FLU in dquimolaren Konzentrationen zu DSCG
zu einer deutlichen Abnahme von Viskositdt und Elastizitit des Mucin/DSCG-Gemisches.
Daraus resultierend wurden die Liberationsstudien mit FLU lediglich mit einer Konzentration
von 125 pg/ml durchgefiihrt. OXY wurde in DSCG &dquimolarer Konzentration in den
Liberationsstudien verwendet.
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C Ergebnisse und Diskussion

Freigabeuntersuchungen aus den mucinhalticen Probenansditzen

Tabelle 32 stellt die ermittelten Liberationsdaten zusammen. PBS wurde in jedem Fall

verwendet.

Die Freigabe von OXY aus dem Gemisch mit Mucin ist, verglichen mit der Liberation von
OXY aus dem mucinfreien PBS, signifikant (z-Test, siche 7.7) um ca. 50 % reduziert. Bhat et
al. [199] beschrieben fiir die Freigabe eines Arzneistoffes aus einer Mucindispersion, der mit
den Glykoproteinen des Mucins keinerlei Wechselwirkungen eingeht, ebenfalls eine solche
Verringerung in der freigegebenen Arzneistoffmenge. Die Verringerung der Freigabe von
OXY aus der Mucindispersion liegt in der erhohten ,,Makroviskositidt“ der biopolymeren
Zubereitung (verglichen mit Wasser) begriindet. Die dreidimensionale Netzwerkstruktur der
verschlungenen Mucinglykoproteine behindert die freie Diffusion von OXY (Dapp oxy > Dapp
M/Oxy bei: 77p=1 oxy (1 mPas) << np-1 woxy (1,20 Pas)). Obwohl sich die ,,Makroviskositit™ der
Mucindispersion durch den Zusatz des Polymeres HA deutlich erhoht (I 4.3.3.3, Tab. 28)
(np=1 moxy (1,20 Pas) < np-1 muaoxy (6,14 Pas), erfahrt der Diffusionskoeffizient von OXY
keine signifikante Verdnderung (#-Test, siehe 7.7) (Dapp mioxy = Dapp vHa/OXY)- Es liegt durch
den =zusitzlichen Eintrag der HA-Molekiilketten keine andere ,,Art“ der Diffusions-
behinderung fiir den Arzneistoff OXY vor.

Hingegen fiihrt der Zusatz von DSCG zur Mucindispersion zu einer signifikanten (z-Test,
siche 7.7) Abnahme der freigegebenen Menge OXY, deren Ursache nicht allein die Zunahme
der ,,Makroviskositit durch den DSCG-Zusatz sein kann (Dapp mioxy = Dapp vHAOXY < Dapp
mpsca/ioxy bet: 7p-1 moxy (1,20 Pas) < np-1 mpscanooxy (4,78 Pas) < np-1 mmaoxy (6,14
Pas)). Vielmehr scheinen die durch den DSCG-Zusatz entstehenden sekundiaren Bindungen in
der dreidimensionalen Netzwerkstruktur des Mucins die Beweglichkeit des diffundierenden
OXY nochmals deutlich einzuschrianken. Dabei spielt wieder in Analogie zum HA-Zusatz zur
Mucindispersion die ,,Art* der Beweglichkeitseinschrinkung infolge des DSCG-Zusatzes eine
grofere Rolle als ihre ,,Quantitit (Dapp m/pscarsioxy = Dapp Mibscariooxy (nicht signifikant, (z-

Test, siehe 7.7)) bei: #p=1 m/pscarsioxy (2,63 Pas) < np=1 mpscariooxy (4,78 Pas).
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Tabelle 32: Liberation von DSCG und OXY aus verschiedenen Formulierungen mit Mucin'

DSCG (5, 10 mg/g)

O/Nt[ng/s'™]  Dupx10° [em?s]  pD Qoo [11g]
DSCG/5 30,41 5,743 £ 0,015 4,241 1277,8 + 118,65
DSCG/10 58,03 5,230 £ 0,008 4,281  2326,54 + 40,62
+ M + DSCG/5 6,45 0,239+ 0,001 5,622 246,90 + 10,63
+ DSCG/10 7,54 0,076 £ 0,001 6,120 281,65 +21,94
+ DSCG/5 + HA 5,97 0,205 + 0,0004 5,688 237,89 + 6,94
+ DSCG/10 + HA 6,97 0,066 + 0,006 6,184 293,97 £ 50,27
0XY (2,9 mg/g)
O/Nt[ng/s'™]  Dupx10° [em¥s]  pD Qoo [11g]
oxY 23,91 8,838 £ 0,028 4,054 1109,01 = 66,7
+M 9,18 1,081 + 0,007 4,966 414,64 + 7,44
+ M + DSCG/5 6,32 0,618 £0,055 5,209 295,14 £22,92
+ DSCG/10 6,15 0,585+ 0,002 5,233 284,69 + 4,028
+ HA 8,77 1,189 +£ 0,002 4,925 381,61 £5,98
+ DSCG/5 + HA 6,02 0,560 + 0,024 5,252 286,23 £ 17,54
+DSCG/10 + HA 5,71 0,504 + 0,004 5,298 269,52 +21,83

' zum statistischen Vergleich der Liberationsdaten siche 7.7

0 / \/; Freigaberate, siche Gl. 14
pD negativ dekadischer Logarithmus des D,y

DSCG wird, verglichen mit OXY, aus der Mucindispersion signifikant (z-Test, siche 7.7)
schlechter freigesetzt (Dapp mpscars < Dapp moxy bet gleicher np-; (2,63)). Da die erhdhte
,Makroviskositit“ des Mucin/DSCG-Gemisches keinen Einfluss auf die Freigabe von OXY
nahm, muf} die verringerte Freigabe von DSCG eine andere Ursache haben. Die Vermutung
wird auch durch die Tatsache verstdrkt, dass die Erhohung der Konzentration des DSCG-
Zusatzes nur auf die Freigabe von DSCG aus der Mucindispersion einen signifikanten (¢-Test,
siche 7.7) Einfluss nimmt. Diese konzentrationsabhingige Verringerung in der freigebenen
Menge DSCG aus dem Gemisch mit Mucin schlie8t gleichzeitig den Unterschied in der
Molekiilmasse von DSCG und OXY als hauptsidchlich Einfluss nehmenden Parameter aus.
Letztlich scheint sich die Hypothese der rheologischen Untersuchungen, dass DSCG selbst an
den zusétzlichen sekundédren Bindungen zwischen oder innerhalb der Mucinmolekiile beteiligt
ist, zu bestitigen. Das reduzierte Freigabeverhalten von DSCG aus Mucin spricht fiir eine

,Fixierung® der Substanz in der dreidimensionalen Geriiststruktur.
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Diese reduzierte Freigabe von DSCG wird in Analogie zum Freigabeverhalten von OXY
durch die Kombination von DSCG mit HA im Gemisch mit Mucin trotz deutlich erhdhter
,»Makroviskositit“ infolge des Polymerzusatzes nicht nennenswert weiter reduziert
(Dapp MiDscG/s = Dapp Mpsca/sma bZW. Diapp Mibscarsioxy = Dapp mipscarsma/oxy (nicht signifikant,
(z-Test, sieche 7.7) bei: #p=1 mpscars (2,63 Pas) < np=1 mpscarsma (7,83 Pas)). Diese Tatsache
spricht wiederum fiir eine direkte Fixierung des DSCG in der Netzwerkstruktur der
Mucinglykoproteine. Gleichzeitig findet sich die Annahme der oszillationsrheologischen
Untersuchungen bestitigt, dass die iiberadditive mukoadhdsive Komponente ({ 4.3.3.3, Abb.
34) der Kombination HA/DSCG im Gemisch mit der Mucindispersion durch eine
Verbesserung der Interpenetration der HA-Molekiilketten in die Netzwerkstruktur des Mucins
zustande kommt, da sich die Freigabe von DSCG aus dem Gemisch M/HA/DSCG nicht
signifikant von der aus dem Gemisch M/DSCG unterscheidet. Eine Abnahme des DSCG-
Effektes auf die Glykoproteinkomponenten des Mucins bei der Wechselwirkung beider
Substanzen (mit der Mucindispersion) ist insofern ebenso auszuschlieBen. Die {iberadditive
Komponente der rheologischen Synergismen ({ 4.3.3.3, Abb. 34) scheint daher tatsichlich,
wie die rheologischen Studien mit der mucinfreien Kombination DSCG/HA (I 4.3.3.4)
vermuten lassen, durch die verbesserte Interpenetrationsfahigkeit der HA-Molekiilketten in
das Netzwerk der Mucinglykoproteine zu entstehen, die durch konformelle Anderungen des
HA-Molekiils infolge des DSCG-Zusatzes bedingt ist.

Die dargestellten Ergebnisse der Liberationsversuche bestitigen die Behauptung, dass
Freisetzungsstudien aus dem Mucin/Arzneistoff-Gemisch zur Untersuchung von
Mucin/Arzneistoff-Wechselwirkungen herangezogen werden konnen [198]. Wikman-Larhed
et al. [198] geben an, dass dabei die Verwendung von ungereinigtem, lyophilisiertem Mucin,
wie es in den vorliegenden Untersuchungen genutzt wurde, den In-vivo-Gegebenheiten niher

kommt als der Einsatz reiner Glykoproteinkomponenten.

Die Ergebnisse der Liberationsstudie fiir FLU (Tab. 33) sind kritisch zu bewerten. Die
vergleichsweise niedrigen Dy, im Gegensatz zu OXY (Tab. 32) haben ihre Ursache in der
geringen Ausgangskonzentration von FLU im Probenansatz. Die Auswertung der Daten mit
der angewandten GesetzméBigkeit (Higuchi-Gleichung, Gl. 14) setzt praktisch konstante
Ausgangskonzentrationen der freizugegebenen Substanz in der jeweiligen Matrix voraus. Die
Konzentration von FLU im Gemisch mit Mucin {iber den Versuchszeitraum kann aufgrund
der geringen Ausgangskonzentration nicht als konstant angenommen werden. Die Studien
zeigen jedoch auch, dass die Ursache der Makroviskosititszunahme der Mucindispersion
(zusitzliche sekundire Bindungen im Mucinnetzwerk durch DSCG-Zusatz) einen grof3eren
Einfluss hat als ihre Quantitdt (Anzahl zusitzlicher Bindungen durch DSCG in Abhédngigkeit

von dessen Konzentration).
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Tabelle 33: Liberationsdaten FLU aus den mucinhaltigen Formulierungen

FLU (0,125 mg/g)
O/Nt[pgs™]  Dupx10°[em’s]  pD Qoo [ng]

FLU 1,02 9,391 + 0,009 4,027 42,77+ 0,17
+M 0,19 0,505 + 0,003 5,296 8,31 £0,38
+M + DSCG/5 0,17 0,372+ 0,011 5,429 7,22 +£0,30

+ DSCG/10 0,16 0,331 £ 0,001 5,481 6,58 0,17

+ DSCG/5 + HA 0,16 0,360 + 0,001 5,443 6,78 £ 0,51

+DSCG/10 + HA 0,14 0,268 = 0,003 5,572 6,09 + 0,00

0 / \/; Freigaberate, siche GI. 14
pD negativ dekadischer Logarithmus des D,

Freigabeuntersuchungen von DSCG aus den polymerhalticen Zubereitungen

In Analogie zu den oszillationsrheologischen Untersuchungen ({ 4.3.3.3) und in Hinblick auf
die beabsichtigte Verwendung der Kombination HA/DSCG in der In-vivo-Studie (T 4.3.4)
wurde die Freigabe von DSCG aus der HA-Zubereitung bestimmt. Die Untersuchung der
freigegebenen Menge DSCG aus einer isoviskosen (flir #7p-19) MC-Zubereitung sollte den
Vergleich der ermittelten Daten beider Freigabesysteme ermoglichen. Tabelle 34 stellt die

gewonnenen Daten der Freisetzungsuntersuchungen dar.

DSCG (20 mg/ml) wird aus den polymerhaltigen Zubereitungen (MC und HA) — trotz deren
hoherer ,,Makroviskositit (yp=;) verglichen mit Mucin (#p-1 nampsccro (6,02 Pas) > #p-
Mcmsccro (3,87 Pas) > np-; m (1,20 Pas) — um ein Vielfaches signifikant (z-Test) besser
freigesetzt als aus der Mucindispersion (Dapp HA/DSCG20 = Dapp Mc/DSCG/20 > Dapp Mibscars). Der
Vergleich der Freigabe von DSCG (20 mg/ml) aus der MC-haltigen Zubereitung mit der aus
dem HA-Gel zeigt (Dapp HapscG20 = Dapp Mc/DscaGr20, nicht signifikant (¢-Test)), wie schon bei
den rheologischen Untersuchungen (I 4.3.3.4), dass eine direkte Wechselwirkung zwischen
DSCG und HA nicht vorliegen kann, zwischen DSCG und den Mucinglykoproteinen dagegen

vorliegen muss.

Die signifikant (z-Test) verringerte Freigabe von DSCG (40 mg/ml) aus der Zubereitung
HA/DSCG/40 konnte durch den bereits bei den Permeationsstudien festgestellten Effekt der
Konzentration auf die thermodynamische Aktivitit von DSCG und damit auf sein
Diffusionsverhalten verursacht werden. Letztlich kdnnte aber auch die stirkere Entfaltung der
makromolekularen Struktur des Natriumhyaluronats durch den DSCG-Zusatz ({ 4.3.3.4) eine
zusitzliche Diffusionsbehinderung fiir die Diffusion von DSCG darstellen.
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Tabelle 34: Liberation von DSCG (20 bzw. 40 mg/ml) aus den polymerhaltigen
Zubereitungen (HA (1 % (m/m)) und MC (1,34 % (m/m)) in PBS

O/t [ng/s”]  Dupx 10° [em’/s] pD Qeo [1g]
HA + DSCG/20 64,34 1,68 £ 0,003 5,775 2599,93 + 136,07
+ DSCG/40 84,36 0,77 £0,006* 6,114 3555,19 £ 376,83
MC + DSCG/20 64,11 1,88 £ 0,005 5,726 2514,34 +£ 206,92
+ DSCG/40 105,39 1,49 + 0,006** 5,827 4177,24 £ 239,10

* signifikant verschieden vom Wert fiir DSCG/ 20 mg/ml (#-Test)
** signifikant verschieden vom Wert des anderen Polymers (z-Test)

0 / \/; Freigaberate, siche Gl. 14
pD negativ dekadischer Logarithmus des D,y

4.3.3.6  Resiimee der rheologischen Untersuchungen und

Mucinwechselwirkungsstudien

Eine Quantifizierung der Bindung von DSCG an Mucin mittels Gleichgewichtsdialyse durch
einfache Nephrophan®-Membran war aufgrund der hohen osmotischen Aktivitit der
Mucindispersion nicht aussagefahig. Der niedrige Verteilungskoeffizient von DSCG ({ 4.2)
lie andererseits eine Verwendung von Sandwichmembranen, wie z. B. nach Fedder [200],
nicht zu. Als nachteilig erwiesen sich zudem die langen Versuchszeiten, die fiir den
Konzentrationsausgleich zwischen den Kompartimenten bei der Dialyse bendtigt wurden. Im
Ergebnis durchgefiihrter Dialysen mit angeglichenen osmotischen Verhéltnissen (NaCl-
Zusatz) lagen im Gleichwicht lediglich ca. 66,1 % der theoretischen Menge an DSCG, d. h.
33 % der absoluten Konzentration, im mucinfreien Kompartiment vor (Daten nicht
dargestellt). Dieses Ergebnis ist jedoch kritisch zu betrachten, da sowohl der Einfluss der
thermodynamischen Aktivitidt des Arzneistoffes als auch der des Donnaneffekts [89] das

Ergebnis verfilschen kdnnen.

In vivo ist die optimale Viskoelastizitit der Mukusschicht ausschlaggebend fiir einen
effektiven mukoziliiren Transport. Die Viskositit ermdglicht die Ubernahme der von den
Zilien libertragenen Energie und die Elastizidt die Riickkehr des Mukus zum urspriinglichen
Zustand. Eine Uberschreitung des Optimums dieser beiden GroBen behindert gleichsam das
Eindringen der Zilien in die Gelphase der Mukusschicht und durch die erhohte Viskositét
deren FlieBen. Im In-vitro-Modell wurde bei einer Frequenz von 1 Hz bis hinauf oder hinab
zu G =10Pa (elastischer Modul) eine Verbesserung der Transportrate gefunden.
Viskositdten mit 15 Pas werden als optimal betrachtet [68]. Bei allergischer Rhinitis ist hiufig

eine Abnahme von Viskositdt und Elastizitit zu beobachten [16, 68, 201], die zu einer
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Abnahme der MCC fiihrt, da die perizilidre Schicht durch verstdrkte Sekretion zu voluminds
wird [201]. Das Ausmall der Verschlaufungen der Mucinmolekiilketten reguliert die
rheologischen Eigenschaften dabei mehr als das Ausmal} an Quervernetzungen [22], die im
Falle von Wasserstoffbriickenbindungen lediglich der Stabilisierung der physikalischen
Verwicklungen dienen. Dabei bestimmt die Hydratation der Glykoproteinketten des Mucins,
die wiederum selbst von der makromolekularen Zusammensetzung und dem Ionengehalt
abhédngig ist, das AusmaBl der Verschlaufungen der makromolekularen Struktur des

Biopolymers [68].

DSCG wechselwirkt mit der Mucin-Modelldispersion in ausgepriagtem Malle. Wie die
Liberationsstudien bestitigt haben, ist dieser Arzneistoff selbst an den entstehenden
dreidimensionalen Netzwerkkomponenten durch vorrangig sekundidre Bindungskrifte
beteiligt. Letzteres fiihrt zu einer ausgepragten Zunahme der Elastizitdt und Viskositdt von
Mucin. Dieser Effekt zeigte sich bei dem gewihlten Mischungsverhéltnis von Mucin und
Zubereitung bei Herstellung des Probenansatzes als weitgehend unabhédngig von den
Formulierungsparametern (4 4.2.2.2). Da jedoch die Ionenstirke der Modelldispersion relativ
hoch ist — die 15%ige Modelldispersion besitzt eine Osmolalitit von ca. 600 mOsmol/kg —

kann eine Beeinflussung durch den Elektrolytgehalt nicht ausgeschlossen werden.

In Analogie zu den konzentrationsabhidngigen physikalisch-chemischen Parametern von
DSCG in PBS (1 4.3.1.1) ist ab 10 mg/ml, mit einsetzender Selbstassoziation des
Arzneistoffes zu ,,kolloidalen* Strukturen, keine weitere Zunahme des DSCG-Effektes auf die
rheologischen Parameter der Mucinmodelldispersion zu beobachten. Die Wechselwirkung
von DSCG mit den Mucinglykoproteinen liegt oberhalb der Grenzkonzentration (10 mg/ml),
bei der die sprunghafte Bildung der ,kolloidalen® DSCG-Assoziate nachweisbar ist,
unverdndert vor. Dieses Verhalten erklart sich durch die Tatsache, dass oberhalb der ,,CMC*
(Kritische Mizell- bzw. Assoziatbildungskonzentration) die Anzahl der DSCG-,,Monomeren
mit weiterer Konzentrationserhohung konstant bleibt und mit den Bestandteilen des Mucins

uneingeschrankt wechselwirken kann [159].

Die gefundene Verdnderung der rheologischen Parameter von Mucin durch den DSCG-Zusatz
konnte sich in vivo, in Hinblick auf die Verdnderungen der nasalen Sekretion bei AR, positiv
auf die Verweildauer der Substanz und auf die MCC auswirken. Gleichzeitig ist jedoch mit
Einschrinkung der Permeation von DSCG durch die Nasenschleimhaut infolge der

Wechselwirkungen mit dem Mukus zu rechnen.

Eine Kombination der DSCG-Zubereitung mit HA konnte sich dabei als gilinstig erweisen, da
bei iiberadditiver Zunahme mukoadhéasiver Effekte (I 4.3.3.3) die Freigabe von DSCG aus
der Mucinschicht kaum verdndert wird ({ 4.3.3.5). Es konnte durch die Kombination von
DSCG mit HA die Verweildauer von DSCG auf der Nasenschleimhaut weiter verlangert
werden. Gleichzeitig wére durch die Wechselwirkung von DSCG mit den Mucinglyko-
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proteinen in Abhédngigkeit von der DSCG-Konzentration nach Applikation auf der

Nasenschleimhaut ein ,,matrixkontrolliertes* Freigabesystem denkbar (I 4.3.3.5).

Ursache fiir die in den durchgefiihrten Untersuchungen festgestellte Wechselwirkung von
DSCG mit der Mucindispersion, also ihre ,,Adhésivitit, konnte wie bereits in 4.3.1.1
beschrieben, die Fihigkeit von DSCG sein, auf die Konformation von phosphorylierenden
Enzymen Einfluss zu nehmen. Um an den Mastzellen zu wirken, muss DSCG zudem ein
gewisses Adhidsionspotential besitzen, denn ein membranstindiger Rezeptor konnte bisher
nicht isoliert werden.

Die rheologischen Untersuchungen erfassen lediglich die Mukuskomponente der MCC. Eine
Aussage zur Wirkung der Arznei- oder Hilfsstoffe auf die Zilientitigkeit kann aufgrund dieser
Studien nicht getroffen werden. Batt et al. [46, 202] konnten zeigen, dass in vitro die
Konservierungsmittel BAC und EDTA die Zilientdtigkeit deutlich beeintrachtigen; in vivo
wurde dagegen, zumindest nach einmaliger Applikation, keine Beeintrachtigung der MCC
festgestellt. Die in diesem In-vitro-Modell zur Bestimmung der CBF fehlende Mukusschicht
ist jedoch als Ursache fiir die Abweichung vom Ergebnis der In-vivo-Studie anzusehen. Der
Mukus der nasalen Schleimhaut leistet also auch in Hinblick auf die Zilienvertraglichkeit

nasal applizierter Substanzen und Formulierungen einen Beitrag zur optimalen MCC [203].

Fiir DSCG war in vitro kein Einfluss auf die Zilienschlagfrequenz zu beobachten [203]. Die
alpha-Sympathomimetika OXY und XYLO besitzen dagegen eine mit zunehmender
Lipophilie steigende Zilientoxizitdt [204]; eine nervale Stimulation der Zilien ist ebenfalls
beobachtet worden [21, 205]. HA zeigte nach Literaturbefunden in vitro keinen Einfluss auf
die CBF [206]. Hypotonische Losungen wiesen dagegen ziliostatische Effekte auf [207, 208].
Isotonischer Phosphatpuffer pH 6,0 beeintrachtigt die CBF nicht [209]. Untersuchungen zur
CBF stellen lediglich ein Indiz fiir eine Toxizitdt dar, sind jedoch auf In-vivo-Verhéltnisse
nicht direkt tibertragbar [209].

Die Widerspriichlichkeit hinsichtlich der zilientoxischen Wirkung einer Substanz in der
Literatur [210] lasst zum einen den Nachteil der In-vitro-Anordnung zur Messung der
Zilienschlagfrequenz (fehlende Mukusschicht) erkennen, zum anderen verdeutlicht sie den
Einfluss von Formulierungsparametern hinsichtlich potentiell schiadigender Substanzen [160].
So konnten Romeijn et al. [160] feststellen, dass das Isotonisierungsmittel Sorbitol die
zilientoxische Wirkung von XYLO verstirkt. Eine verbesserte XYLO-Penetrationsfahigkeit,
wie sie nach Sorbitol-Zugabe in der vorliegenden In-vitro-Permeationsstudie mit der Substanz
({ 4.2.2.1) gefunden wurde, kénnte in die gleiche Richtung weisen.
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4.3.4 In-vivo-Studien am Kaninchen
4.3.4.1 Einleitung

Natriumcromoglicat wird nach peroraler Gabe lediglich zu 0,1 % resorbiert [103, 211]. Die
Substanz wird nach der Resorption unverindert iiber Urin und Galle ausgeschieden. 90 % der
absorbierten Menge haben den Organismus bereits nach 6 h wieder verlassen [103]. Aswania
et al. [212] ermittelten nach peroraler Gabe einer Dosis von 20 mg DSCG am Menschen nach
24 h eine Gesamtmenge von 83 pg DSCG im Urin. Nach Inhalation der gleichen Dosis
konnten hingegen 305,6 pug wiedergefunden werden, wobei der Arzneistoff rasch im
Systemikum anflutete. Nach peroraler Gabe war jedoch eine deutliche Lag-time zu
beobachten [212]. Am Auge werden aus wéssriger Losung 2 % DSCG resorbiert [213].

Angaben zur nasalen Verfligbarkeit von DSCG liegen lediglich am In-vivo-surgical-Modell
der Ratte vor. Verglichen mit intravendser Gabe wurden hier 60 % der applizierten Menge im
Plasma gefunden [214], jedoch ist eine direkte Vergleichbarkeit dieser Ergebnisse mit denen
einer In-vivo-Studie nicht gegeben [39]. Als nachteilig am In-vivo-Rattenmodell erweist sich
die kleine Nasenhohle, die die Applikation von Nasensprays nicht zuldsst [40]. Es lieen sich
in der Literatur keine Angaben zur nasalen Absorption von Natriumcromoglicat am

Kaninchen finden.

Die Ubertragbarkeit von im Tierversuch gewonnenen pharmakokinetischen Daten auf den
Menschen ist durch die stark differierenden physiologischen Gegebenheiten schwer moglich.
Wihrend beim erwachsenen Menschen das Verhiltnis der Nasenhohlenfliche [cm?] zur
gesamten Korpermasse [kg] 2:1 betrdgt, steht am Kaninchenmodell pro Kilogramm
Korpergewicht 10mal soviel Resorptionsfliche zur Verfiigung [38]. Zu bedenken ist
ebenfalls, dass eine im Versuch durchgefiihrte Narkose nicht ohne Einfluss auf die
Bioverfiigbarkeit bleibt, da sie die mukozilidre Clearance moglicherweise beeinflussen kann
[16, 38, 215]. Dabei kann nicht nur die Art der Anéisthesie [216], sondern auch das
Anésthetikum selbst [217] Einfluss auf die MCC, den Atemstrom durch die Nase und den
Blutstrom zur und weg von der Nasenschleimhaut nehmen [215]. Fiir das hier verwendete
Anisthetikum Ketamin ist ein direkter Effekt auf die MCC auszuschlielen, da es neurale
Aktivitdten nicht beeintrachtigt [215].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von ausgewéhlten Formulierungsparametern
auf die In-vivo-Verfiigbarkeit von Natriumcromoglicat nach nasaler Applikation am
andsthesierten Kaninchen (Ketamin/Xylazin) untersucht. Die DSCG-Formulierungen wurden
jeweils vier bis sechs Kaninchen mittels eines Pumpdosiersprays (45 ul) appliziert. Die
Blutentnahme aus der Ohrvene erfolgte zu sechs Entnahmezeiten {iber einen Zeitraum von 60

Minuten.



Untersuchungen mit Natriumcromoglicat — In-vivo-Verfiigbarkeit 117

Kritisch zu den eigenen durchgefiihrten Untersuchungen (T 5.2.6) ist anzumerken, dass
mittels Plasmawerten, die lediglich iiber einen Zeitraum von 60 Minuten gewonnen wurden,
eine vollstdndige Erfassung der pharmakokinetischen Parameter einer Substanz nicht moglich
ist. Ein ldngerer Blutentnahmezeitraum hitte jedoch wiederholtes Narkotisieren der Tiere
erfordert, und die in der Folgezeit nur noch minimalen im Plasma vorhandenen DSCG-
Mengen wiaren mit der zur Verfiigung stehenden analytischen Methodik nicht detektierbar
gewesen. Durch die geringe Anzahl der gewonnenen Plasmaeinzelwerte pro Tier war nur eine
grobe Abschédtzung der pharmakokinetischen Kenngrolen von DSCG nach nasaler
Applikation an dem jeweiligen Tier moglich. Daher wurden bei der Auswertung der
durchgefiihrten Studien die Einzelplasmawerte aller Tiere zu einer resultierenden Kurve
vereinigt. Die Ergebnisse der In-vivo-Studie zur nasalen Verfligbarkeit von Natrium-
cromoglicat sind deshalb ohne Standardabweichungen angegeben; ein statistischer Vergleich

war nicht moglich.

4.3.4.2  Einfluss der applizierten Konzentration von DSCG und von Natriumhyaluronat

Tabelle 35 stellt die Daten der pharmakokinetischen Analyse der Plasmawerte nach
Applikation von DSCG verschiedener Konzentration in PBS dar. Auf diese Weise sollte die
In-vivo-Relevanz der in vitro festgestellten ,,adhédsiven® Eigenschaften und des konzen-
trationsabhéngigen Permeationsverhaltens {iberpriift werden. Eine Kombination von 20
mg/ml DSCG und HA 1 % (m/V) in PBS, die in vitro potenzierte mukoadhésive Fihigkeiten
({ 4.3.3.3) aufwies, gelangte dabei ebenfalls zur Testung und Auswertung.

Als Kriterium fiir die mogliche Berechnung der AUC anhand von pharmakokinetischen
Kennzahlen unter Annahme eines Einkompartimentmodells (T 5.2.6) galt die gute Anpassung
der Plasmawerte (R? > 0,9587) an die Gerade der halblogarithmischen Darstellung bei der
Ermittlung der Eliminationskonstante (Abb. 35) [218].

Kato et al. [219] konnten nach Inhalation von 20 oder 40 mg/ml DSCG keinen Unterschied in
der absorbierten Menge finden. Auch am Auge unterschied sich die Bioverfiigbarkeit von
DSCG nach Applikation verschiedener Konzentrationen nicht [213]. Diese Befunde
korrelieren mit den hier ermittelten Daten, die ebenfalls fiir eine Wirkstoffkonzentration von
10 bzw. 50 mg/ml DSCG keine unterschiedlichen AUC-Werte im Plasma erbrachten. Als
Grund konnte dafiir die gefundene Interaktion von DSCG mit den Mukuskomponenten
angesehen werden. So wird nach einer Gabe von 50 mg/ml DSCG die Anflutung des
Wirkstoffs gegeniiber 10 mg/ml DSCG verlangsamt (fmax 50 > fmax 100 Kin 50 < Kin 10)-
Gleichzeitig verdeutlicht der Vergleich der pharmakokinteischen Daten nach Applikation
einer Dosis von 50 mg/ml DSCG mit denen der 20 mg/ml-Dosis, dass die
Wirkstofffreisetzung von DSCG aus dem Mukus durch die Wechselwirkung mit den Mucin-
glykoproteinen behindert ist (¢max 50, AUC 50, 1172 50 < Cmax 20, AUC 20, t1/2 205 Kel 50 > Kei20),



118 Ergebnisse und Diskussion

wie auch die Befunde der Liberationsstudien bestétigen (I 4.3.3.5). Nach Gabe einer Dosis
von 50 mg/ml DSCG erfolgt die Freigabe des Arzneistoffes DSCG aus dem Mukus im Sinne
eines ,,Depots, wobei die Anflutung des Wirkstoffs im Systemikum durch die Mukus-
interaktion, verglichen mit der Dosis von 10 mg/ml beeintrachtigt wird (Ki, so < Kin 10)-

Tabelle 35: Pharmakokinetische Parameter' zur DSCG-Verfiigbarkeit nach nasaler
Applikation

Konzentration

AUC, tmax Crmax Kin K tin
DSCG [mg/ml] [ug min/ml]  [min] [ng/ml] [1/min] [1/min] [1/min]
10 126,03 6-10 0,37 27,66 0,23 176,17
20 160,94 6-10 0,67 25,14 0,22 187,55
50 124,37 14-22 0,55 13,17 0,51 81,51
20+ HA 1% 288,69 6-10 0,24 27,36 0,05 910,89

! Zu den GroBen AUC,,, maximale Plasmakonzentration ¢y, Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration

tnax, Invasionskonstante Kj,, Eliminationskonstante K|, Halbwertszeit ¢, siehe 5.2.6 bzw. graphische
Darstellung (Abb. 35)
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Abbildung 35: Plasmaspiegelkurve nach nasaler Gabe von DSCG (50 mg/ml) in PBS

mit Darstellung der berechneten pharmakokinetischen Grofien

Die pharmakokinetischen Daten von DSCG nach Applikation einer Dosis von 10 mg/ml
unterscheiden sich von denen der Dosis mit einer Arzneistoftkonzentration von 20 mg/ml nur
in der kleineren cpma,x und der resultierenden AUC,, wofiir die geringere Ausgangs-
konzentration als Ursache angesehen werden kann. Die AUC,, der DSCG-Dosen 10 und 50

mg/ml unterscheiden sich nicht. Borchardt et al. [52] geben an, dass die Kombination aus
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enhancender Wirkung — DSCG kann hier vergleichsweise als Enhancer betrachtet werden —
und Mukoadhésivitidt nur insofern giinstig ist, wenn sie die Freisetzung von Enhancer und
Arzneistoff aus dem Mukus nicht behindert. Es existiert ein optimaler Bereich hinsichtlich der
Kombination beider Eigenschaften. Das bestitigen die Ergebnisse dieser Untersuchung und
lassen die Applikation einer Dosis von 20 mg/ml als geeignete Wirkstoffkonzentration

erscheinen.

Die letzte Aussage betrifft in gleicher Weise das Konzentrationsoptimum fiir
viskositdtserhohende, mukoadhésive Zusitze [21] wie z. B. HA. Die Kombination mit dem
Mukoadhédsivum verldngert die Verweildauer des Arzneistoffes in der durchgefiihrten
Untersuchung auf der Nasenschleimhaut verglichen mit der Wirkstoffdosis von 20 mg/ml
DSCG (t12 20 < t1/2 20ma)- Durch das gute Freigabeverhalten des HA-Gels [220] und die nur
unwesentlich schlechtere Freigabe von DSCG aus dem Gemisch mit dem Mukus ({ 4.3.3.5)
wird die Anflutung des Wirkstoffes DSCG im Systemikum nicht beeintrachtigt (fmax nanzo =
fmax 20: Kin 20 = Kin nano). Die AUC wird jedoch durch die stirkere Wechselwirkung der
Kombination HA/DSCG mit dem Mukus trotz sinkender maximaler Plasmakonzentration
vergrofert. Das gebildete ,,Depot™ erhoht dabei die Wirkungsdauer (#1,) durch die verlangerte
Freigabe (K¢ nano << K. 20) sogar um das Sfache. Die in vitro festgestellte potenzierte
Mukoadhasivitit (I 4.3.3.3) der Kombination HA/DSCG wirkt sich in einer verbesserten

Verfligbarkeit in vivo aus.

Nasale In-situ-Verfiigbarkeitsstudien (Ratte) eines Arzneistoffes in Kombination mit der als
hervorragend mukoadhésiv bekannten Polyacrylsdure [221] flihrten zu niedrigeren maximalen
Plasmaspiegeln (cmax) des Arzneistoffes, verglichen mit der polymerfreien Zubereitung [40].
Gleichzeitig war jedoch die systemische Verfiigbarkeit des Arzneistoffes nach nasaler
Applikation durch die verlingerte Verweildauer auf der Nasenschleimhaut iiber einen
langeren Zeitraum gegeben. Dabei spielt die erhohte Viskositdt auf die Verweildauer der
polymerhaltigen Zubereitung am Applikationsort eine nicht zu unterschédtzende Rolle. Fiir ein
HA-Gel wurde jedoch mittels Gammaszintigraphie die okulare Verweildauer um 50 % [222]
gegeniiber isoviskosen Losungen anderer Polymere verldngert gefunden [223], was eindeutig
fiir seine Mukoadhésivitit spricht. Fiir HA-Gele lassen sich somit, wie bereits erwdhnt und
durch die vorliegenden Untersuchungen bestétigt, sowohl in vitro als auch in vivo deutlich

mukoadhésive Fihigkeiten nachweisen [194, 224].
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4.3.4.3  Einfluss der Formulierungsparameter (FAM)

Eine Berechung der AUC anhand pharmakokinetischer Daten war bei den getesteten
Fertigarzneimitteln nicht moglich, da die Kurvenanpassung der resultierenden Plasma-
spiegelkurven bei log-linearer Regression rein zufillig war (R* < 0,9587, p < 0,05). Die
Berechnung der AUC erfolgte iiber den Zeitraum von 0 bis 55 Minuten nach der Trapezregel

[218]. Tabelle 36 gibt die Kenngréen der Blutspiegelkurven wieder.

Tabelle 36: Einfluss der Formulierungsparameter auf die pharmakokinetischen Daten von
DSCG (s. auch Abb. 35)

AUCo.s55 min [pg min/ml] fmax [min] Cmax [1g/ml]
PBS/10 82,46 6-10 0,37
PBS/20 100,61 6-10 0,67
PBS/50 82,25 14-22 0,55
PBS/20+ HA 1 % 83,81 6-10 0,24
Vividrin® 53,81 6-10 0,14
Cromo ratiopharm® 59,79 14-20 0,42
Cromo pur von ct® 77,02 6-10 0,44

Kano et al. [225] stellten fest, dass eine isotonische Losung von DSCG eine grofere
asthmaprotektive Wirkung besall als eine hypotonische. Su et al. [226] fanden heraus, das
hypotonische Losungen die CBF stark reduzieren. Es ist daher anzunehmen, dass die deutlich
verminderte Verfligbarkeit von DSCG nach Applikation der hypotonischen Zubereitung
Cromo ratiopharm® gegeniiber 20 mg/ml DSCG in PBS ihre Ursache in einer Reduzierung
der mukozilidren Transportleistung durch die hypotonische Formulierung hat. Die nicht
isotonisierte Zubereitung vermindert die Zilientitigkeit; die ,,adhdsive” Wechselwirkung von
DSCG mit dem nasalen Mukus wird durch die so fehlende ,,Scherung® nicht beeintrachtigt.
Die Freigabe des Arzneistoffes aus dem Mukus/DSCG-Gemisch ist stark verzogert
(tmax 14-20 min); die Freigabecharakteristik dhnelt daher der 50 mg/ml-Dosis.

Auch die In-vivo-Verfiligbarkeit (AUC.ss min) des Arzneistoffes aus Vividrin® ist, verglichen
mit der PBS-Losung von 20 mg/ml DSCG, erniedrigt. Da der in vitro permeationsfordernde
Effekt der Zubereitung fiir Rindernasenschleimhaut (I 4.3.1.1) in vivo nicht feststellbar ist
und auch aus Cromo pur von ct® die Freigabe reduziert gegeniiber 20 mg/ml DSCG ist, legt
sich folgende Vermutung nahe: Die Formulierungsparameter der FAM beeinflussen mehr die
Eigenschaften der Substanz selbst als dass sie einen direkten Effekt auf die Mukosa ausiiben.

Das isotone Phosphatpuffersystem der Referenzzubereitung (PBS/20) begiinstigt dagegen,
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wie bereits festgestellt (I 4.3.1.5), sowohl die Wechselwirkung der Substanz selbst mit der

Membran, als auch mit den Mukuskomponenten.

Eine Korreleation zwischen In-vitro-Verfiigbarkeit durch Rindernasenschleimhaut und In-
vivo-Verfiigbarkeit am Kaninchen ist anhand der in den durchgefiihrten Untersuchungen
ermittelten Daten nicht moglich. Dazu ist die Anzahl der zum Einfluss der Formulierungs-
parameter auf die In-vivo-Verfiigbarkeit von DSCG durchgefiihrten Versuche einerseits nicht
ausreichend und andererseits erfasst der In-vitro-Permeationsversuch weniger die fiir die
Bioverfiigbarkeit von DSCG bedeutende Mucinwechselwirkung als vielmehr ihre
Wechselwirkung mit der Membran. Die Permeation durch Nephrophan® erweist sich
hingegen als nahezu stérungsfreie Variante, um den Einfluss der Formulierungsparameter auf
die Substanz DSCG zu erfassen. Erst die Kombination der In-vitro-Permeationsversuche mit
DSCG an der biologischen und synthetischen Membran mit einer In-vivo-Studie, die
statistische Aussagen zuldsst, ist in der Lage die Vielzahl der DSCG-spezifischen Effekte
(Membran-, Mukusinteraktionen, Formulierungseinfluss auf physikalisch-chemische

Parameter) hinsichtlich ihrer In-vivo-Relevanz zu wichten.

4.3.4.4  Charakterisierung der Losung aus Natriumhyaluronat und DSCG

Die In-vivo-Studien am Kaninchen haben die in vitro festgestellte Mukoadhasivitat (4 4.3.3.3)
der Kombination aus DSCG/HA bestitigt (Tab. 35) und bewiesen, dass sie sich glinstig auf
die Verweildauer des Arzneistoffes auswirkt. Gleichzeitig ist, wie die Liberationsstudien
bereits vermuten lieen (I 4.3.3.5), die Anflutung und Verfiigbarkeit von DSCG (20 mg/ml)
im Systemikum nach Applikation der mukoadhédsiven, viskositdtserhohten Zubereitung (HA
1 % in PBS) nicht beeintrichtigt. Die viskosititserhohte Formulierung weist im Vergleich mit
der Losung von DSCG in PBS (20 mg/ml) eine deutlich erhdhte Bioverfiigbarkeit auf, ohne

dass dabei der Zeitpunkt des maximalen Plasmaspiegels verschoben wird.

DSCG wird aus einem 1%igen Natriumhyaluronatgel in PBS mit einer Freigaberate von
64,34 ng/s’> freigesetzt. Das entspricht einem Diffusionsquotienten D,,, von
1,68 x 10° m%/s fiir DSCG (! 4.3.3.5). Die Viskositit 77= D 1o der Formulierung liegt bei 419
mPas (Daten nicht dargestellt). Die durch den Phosphatpuffer isotonisierte Gelzubereitung

besitzt einen pH-Wert von 6,0 und eine kaum erh6hte Dichte.

Die Dosierung aus dem Freigabesystem wurde geméall der Priifung auf Gleichformigkeit der
abgegebenen Dosis laut Ph. Eur. 2002 durchgefiihrt und mit 84,9 + 9,1 % ermittelt. Die
abgegebenen Dosen entsprachen der Priifung, da keiner der ermittelten Einzelgehalte
auBerhalb der Grenzen von 75 bis 125 % lag (Daten nicht dargestellt).

Insbesondere die Spriihbarkeit der viskositdtserhohten Zubereitung erweist sich dabei als

vorteilhaft. Die Verweildauer fiir Arzneistoffe in den nicht zilientragenden Regionen
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(Vestibule) und den vorderen Nasenabschnitten wurde deutlich ldnger beschrieben [16, 17].
Da ein Nasenspray vorzugsweise auf diese vorderen Regionen trifft, z. B. im Vergleich mit
Nasentropfen, werden per Spray applizierte Substanzen weniger schnell vom Absorptionsort
entfernt [16, 227]. Zugleich wird die physiologische Schutzfunktion der MCC durch

Applikation im vorderen Teil der Nase weniger stark beeintdchtigt [16].

Die spriihbare, gut vertrdgliche Zubereitung [206] mit ihren potenten mukoadhdsiven
Eigenschaften stellt somit eine gute Moglichkeit dar, die Dosierungshédufigkeit zu reduzieren

und damit die Compliance durch den Patienten zu erhéhen.
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S MATERIALIEN UND METHODEN

5.1 Materialien

5.1.1 Arzneistoffe

Natriumcromoglicat
Xylometazolinhydrochlorid
Oxymetazolinchlorid
Fluorescein-Natrium

5.1.2 Fertigarzneimittel

Natriumcromoglicat
Cromo pur von ct®
Cromohexal®
Cromohexal sanft®
Cromo ratiopharm®
Vividrin®

Xylometazolinhydrochlorid
Xylo von ct®

Nasan®

Nasentropfen E ratiopharm
Xylo comod®

®

Oxymetazolinhydrochlorid
Nasivin®

5.1.3 Hilfsstoffe

Tenside, Konservierungsmittel, Isotonisierungsmittel
Tween 80® (Polysorbat, HLB-Wert 15)

Benzalkoniumchlorid
Natrium-EDTA
Phenylethanol
Thiomersal

Glukose
Natriumchlorid
Sorbitol

Polymere
Hyaluronsgure, Natriumsalz

Methocel® (Methylcellulose, U.S.P. 4000 cP)

ratiopharm GmbH, Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck Produkte GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

ct-Arzneimittel, Berlin
Hexal AG, Holzkirchen
Hexal AG, Holzkirchen
ratiopharm GmbH, Ulm
Dr. Mann Pharma, Berlin

ct-Arzneimittel, Berlin
Hexal AG, Holzkirchen
ratiopharm GmbH, Ulm
Ursapharm, Saarbriicken

Merck Produkte GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
Isocomerz, Herzberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka AG, Buchs, Schweiz
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5.1.4 Pufferlosungen

Earles Balanced Salt Solution Modified (EBS pH 7.4)

Es wurde folgende Puffermischung verwendet:

. Calciumchlorid 0,265 g/l
. D-Glukose 1,0 g/l
. Kaliumchlorid 0,4 g/l
. Magnesiumsul fat 0,0977 g/l
. Natriumbicarbonat 2,2 g/1
. Natriummonohydrogenphosphat 0,122 g/l

Phosphatpuffer pH 5,5; 6,0 und 7,4

° Phosphatpuffersysteme List [131] pH 5,5; 6,0; 7,4 mit gleicher Molaritét (LIST 5,5; 6,0; 7,4)
. Phosphatpuffersysteme Hager [228] pH 6,0 mit verschiedener Tonizitit (PBS)

Natriumphosphatpuffer pH 3.0 (HPLC XYLO/0OXY)
Natriumphosphatpuffer pH 5.2 (HPLC DSCG)
Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 (Permeationsstudie)

Acetatpufferlosung pH 6,0 (Mucinwechselwirkungen)

Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 100 mM (Plasmaextraktion)

Erforderliche Elektrolyte

Kaliumchlorid

Magnesiumsulfat (wasserfrei)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriummonohydrogenphosphat (Na;HPO4:2 H,0)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4-2 H>0)
Kaliumdihydrogenphosphat

Natriumacetat (NaCH3COO-3 H,0)

Natriumhydroxid
Phosphorséure 85 %
Wasserfreie Essigsdure

5.1.5 Chemikalien

HPLC

Acetonitril (analytical grade)
Tetrabutylammoniumbromid
Triethylamin

Phosphorséure 85 %
Pentansulfonsiure, Natriumsalz

Rheologie
Mucin Type II: Crude

Tierversuche

Ethylacetat

Natrium-EDTA

Salzsdure 36 %

Isotonische Natriumchloridldsung

Ursotamin®
Rompun 2 %"

Calciumchlorid (CaCly 2 Hy0)
D(+)-Glukose (wasserfrei)

E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
Ferak Laborat, Berlin
E. Merck, Darmstadt
Ferak Laborat, Berlin
Laborchemie, Apolda
Laborchemie, Apolda
Laborchemie, Apolda

Steinheim

Chemapol (Prag, CZ)
Laborchemie, Apolda
E. Merck, Darmstadt

J.T. Baker B.V., Deventer, Holland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

J.T. Baker B.V., Deventer, Holland
Laborchemie, Apolda

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

J.T. Baker B.V., Deventer, Holland
Isocomerz, Herzberg

E. Merck, Darmstadt

Delta Pharma, Pfullingen

Serum Werke, Bernburg

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Weitere Chemikalien

n-Oktanol (zur Analyse)
Kaliumchlorid

Natriumcarbonat (NayCO3.12 H>0)
L(+)-Weinséure

Folins-Ciocalteus Phenolreagenz
Kupfersulfat (CuSO4-5 Hy0)

Pyren

Precimat” (Gesamtproteinstandard)
LDH-Kit MPR 3"

Sulfanilséure

Amidoschwefelsdure

Natriumnitrit

J.T. Baker B.V., Deventer, Holland
Laborchemie, Apolda
E. Merck, Darmstadt

E. Merck KgaA, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Riedel-de-Haen AG, Seelze
Bohringer, Mannheim
Bohringer, Mannheim

Serva, Feinchemika, Heidelberg
Ferak Laborat GmbH, Berlin
Berlin-Chemie, Berlin

5.2 Methoden

5.2.1 Physikalisch-chemische Untersuchungen

5.2.1.1 pH-Wert

Der pH-Wert wurde mit einer Einstabmesskette Typ SE 101 (Knick, Elektronische
Messgerdte GmbH & Co, Berlin) und einem Labor-pH-Meter 766 101 (Knick, Elektronische
Messgerite GmbH & Co, Berlin) bei RT bestimmt. Die automatische Kalibrierung des
Messinstruments erfolgte bei Bedarf mit drei pH-Pufferlésungen (pH 2,00; 7,00; 9,00)
(Mettler Toledo GmbH, Steinbach).

5.2.1.2  Osmolalitit

Die Bestimmung der Osmolalitit der verwendeten Puffer, Arzneistoff- und Hilfsstofflosungen
erfolgte mittels eines Halbmikroosmometers (Knauer, Berlin). Zur Kalibrierung wurden
bidestilliertes Wasser (0 mOsmol/kg) und eine Eichldsung (400 mOsmol/kg) (Knauer, Berlin)
verwendet. Die angegebenen Tonizititen sind die Mittelwerte aus jeweils drei Bestimmungen
bei RT.

5.2.1.3  Oberflichenspannung

Zur Erfassung der statischen Oberflichenspannung wurde das Tensiometer TE 1C (Lauda,
Konigshofen) nach Lecompte du Noily verwendet. Als Messkorper diente ein Platin/Iridium-
Ring. Die angegebenen Oberflaichenspannungen [mN/m] sind die Mittelwerte aus der Anzahl
Messwerte, die ndtig waren, um eine Standardabweichung von 0,1 zu erreichen. Die

Messungen erfolgten bei Raumtemperatur.



126 Experimenteller Teil

5.2.1.4
5.2.1.5 Dichte

Zur Ermittlung der Dichte wurde ein Density meter DMA 38 (Anton Paar KG, Graz,
Osterreich) verwendet. Die Kalibrierung des Messgerites erfolgte bei der gewihlten

Messtemperatur (20 °C, 35 °C) unter Verwendung von bidestilliertem Wasser.

5.2.1.6  Dynamische Viskositiit

Im Falle der Fertigarzneimittel wurde die kinematische Viskositit v [m%/s] mittels eines
Kapillarviskosimeters mit hingendem Kugelniveau nach Ubbelohde (Schott Gerdte, Hotheim)
bestimmt. Die Messtemperatur betrug 35 °C (Durchsichtthermostat CT 1450/2 und AVS 350,
Schott, Hotheim). Die Umrechnung in die dynamische Viskositit 77 [Pas] erfolgte durch
Multiplikation anhand der fiir die Messtemperatur bestimmten Dichte (I 5.2.1.4).

5.2.1.7  Leitfihigkeitsmessungen

Die Leitfihigkeiten wurden in den Side-Bi-Side™-Diffusionszellen mittels einer
Platinelektrode (eigene Konstruktion) in jedem Kompartiment oder mit der Leitfdhigkeits-
messzelle (Forschungsinstitut Meinsberg) und der RLC-Universalmessbriicke Typ E 313
(Meratronik, Polen) bestimmt. Die Platinierung der Elektroden erfolgte nach Schuppan [169].
Die Bestimmung der Zellkonstante erfolgte unter Verwendung einer 0,1 N Kalium-
chloridlosung. Der Leitfahigkeitswert fiir diese Losung bei der jeweiligen Messtemperatur
wurde dem D’Ans Lax [229] entnommen. Anhand der bestimmten Zellkonstante erfolgte die

Umrechnung der ermittelten Widerstidnde [€2] in die jeweiligen Leitfahigkeiten [S/cm)].

5.2.1.8 Verteilungskoeffizient

Der Verteilungskoeffizient als MaB fiir das Verteilungsverhalten eines Stoffes zwischen zwei
nicht miteinander mischbaren Phasen wurde unter Verwendung von n-Oktanol als lipophiler
Phase und Puffer bzw. Wasser als hydrophiler Phase bestimmt. Es wurden jeweils 5 x 10 ml
arzneistofthaltige Losung und 1 x 10 ml arzneistofffreie Losung (Blindwert) mit jeweils
10 ml des puffer- bzw. wassergesittigten n-Oktanols versetzt und eine Stunde bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die abgetrennte, wissrige Phase wurde einer zusétzlichen
Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge Z 230, Hermle AG, Gosheim) unterzogen. Die
Arzneistoffgehalte in der wissrigen Phase nach dem Schiitteln und die Ausgangsgehalte
wurden mittels HPLC (XYLO, OXY) (T 5.2.2.3) bzw. photometrisch (DSCG) (T 5.2.2.5) bei

einer Wellenldnge von 326 nm gegen einen Blindwert bestimmt.
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Die angegebenen Verteilungskoeffizienten wurden nach folgender Formel berechnet:

Vi '(CSV _C;V)

VK = Gl 15

Vw Volumen der wdssrigen Phase [ml]

V. Volumen der lipophilen Phase [ml]

CI(/)V Ausgangskonzentration des Arzneistoffes in der wissrigen Phase [ug/ml]
C;V Endkonzentration des Arzneistoffes in der wissrigen Phase [ug/ml]

5.2.1.9  Assoziatbildungen, Kritische Mizellbildungskonzentration

Tensiometrie

Zur Bestimmung der CMC der verwendeten Tenside wurde die unter 5.2.1.3 beschriebene
Messanordnung verwendet. Mittels einer automatischen Biirette (665 Dosimat, Methrom,
Herisau, Schweiz) wurde im logarithmischen Zugabemodus {iber einen Konzentrationsbereich
von 5 x 107 bis 1,33 x 10" g/l die Tensidstammlosung (0,2 g/1) in das vorgelegte
Startvolumen von 40 ml Gereinigtem Wasser oder PBS titriert. Die dargestellten Werte sind

Ergebnisse einer Dreifachbestimmung und wurden graphisch ausgewertet.

Fluorimetrie

Die fluorimetrische Bestimmung der CMC von PS und BAC erfolgte unter Verwendung einer
methanolischen Pyrenstammlosung (107 M ) [230]. Die Verdiinnungen der Tensidldsungen in
Gereinigtem Wasser oder PBS (ggf. mit DSCG-Zusatz) wurden nach Zusatz der Pyrenlosung
zu 10,0 ml aufgefiillt und kréftig geschiittelt. Das Fluorimeter und die Geréteparameter zur
Aufnahme der Exzitations- und Emissionsspektren sind unter 5.2.2.4 beschrieben. Die
Exzitationsspektren wurden im Bereich von 300 bis 400 nm aufgenommen. Die dargestellten
Werte entsprechen dem Verhéltnis der Intensititen bei einer Wellenldnge von 338 und 333
nm (Is38333) und sind Ergebnisse einer Dreifachbestimmung. Analog zur Verschiebung des
Intensitédtsverhéltnisses konnte eine bathochrome Verschiebung in den Emissionsspektren im
Bereich von 450 bis 470 nm beobachtet werden. Die Auswertung erfolgte graphisch aus der
halblogarithmischen  Darstellung des Intensititsverhdltnisses bei der jeweiligen

Konzentration.
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UV/Vis- Spektroskopie

Der Nachweis der Assoziatbildung von DSCG erfolgte durch Aufnahme der Spektren der
unverdiinnten, entsprechend temperierten Losungen (20 °C, 4 °C) im Bereich von 350 bis 450
nm mittels des UV/Vis-Scanning Spektralphotometers (Shimadzu Corporation, Japan)
(75.2.2.5). Den Spektren wurde bei einer Wellenldinge von 395 nm die Absorption
entnommen. Die dargestellten Werte sind Ergebnis einer Dreifachbestimmung. Die
graphische Auswertung wurde anhand der halblogarithmischen Darstellung von Absorption

gegen Konzentration vorgenommen.

Die Untersuchung auf mizellare Assoziationskolloide mit Eosin-Natrium erfolgte unter
Verwendung einer 2 x 10 molaren wissrigen Stammlosung. 100,0 pl dieser Losung wurden
mit der entsprechenden Versuchslosung zu 20,0 ml verdiinnt. Nach 24 h wurden die
Absorptionsspektren von 500 bis 550 nm mittels des UV/Vis-Scanning Spektralphotometers
(Shimadzu Corporation, Japan) (T 5.2.2.5) gegen das verwendete Medium aufgenommen. Die

Hohe und die Lage des Absorptionsmaximums wurden bestimmit.

5.2.2 Gehaltsbestimmungen
5.2.2.1 Validierungsparameter

Die Validierung erfolgte anhand der in der analytischen Praxis iiblichen Grundsétze [119,
120, 126]. Der Umfang der Validierung wurde dem beabsichtigten Zweck der Methode
angepasst, so wurde z. B. in allen Féllen auf die Bestimmung der Nachweisgrenze verzichtet.
Ebenso wurde nur die Wiederholprézision (von Serie zu Serie und Tag zu Tag) liberpriift, da
stets derselbe Bearbeiter, im selbem Labor mit dem selbem Gerit die analytische Bestimmung
durchfiihrte (spektroskopische Verfahren DSCG, chromatographisches Verfahren XYLO und
OXY).

Systemeignung (Optimierung chromatographischer Verfahren)
Die Optimierung der chromatographischen Verfahren erfolgte entsprechend gingiger
Grundsidtze [122, 126]. Die 95 % Konfidenzintervalle der Tailingfaktoren und Retentions-

zeiten wurden ermittelt.

Standards

Als Standards wurden zertifizierte Substanzen verwendet, deren Identitit, Reinheit und Gehalt
nachgewiesen wurden oder die Priifung erfolgte gegebenenfalls (OXY, DSCG) entsprechend
der Monographie einer aktuellen Pharmakopde. Die Stabilitit der Standardlosungen wurde bei
Bedarf, d. h. soweit nicht anderweitig bestitigt (XYLO, OXY [231]), tiberpriift (DSCG,
T75.2.10). Die Herstellung der Standardstammldsungen erfolgte durch Einwaage und

Auffiillen auf das entsprechende Volumen mit Gereinigtem Wasser. Die Stammldsungen
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wurden bei Bedarf entsprechend verdiinnt. Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden und die
Erfassung von Prizision und Richtigkeit einer Methode kamen zur Herstellung der

Standardlosungen jeweils andere Stammldsungen zum Einsatz.

Stabilitiit des Analyten
Die Stabilitdit des Analyten in der Matrix wurde bei Bedarf nach fiir die praktische
Anwendung relevanten Lagerungsbedingungen (Kiihlschrank) und ggf. nach einem Einfrier,

Auftauzyklus untersucht (Differenzentest).

Arbeitsbereich der Kalibrierfunktion

Die obere und untere Grenze des Konzentrationsbereiches der Kalibriergeraden richtete sich
nach dem erwarteten Konzentrationsbereich des jeweiligen Analyten in den Proben. Auf
Varianzhomogenitit der oberen und unteren Konzentration sowie Linearitdt wurde gepriift.
Die Kalibrierfunktion wurde durch Vermessen von sechs unabhidngigen Einwaagen mit
entsprechenden, dquidistanten Verdiinnungen aufgenommen. Im Falle der Gehalts-
bestimmung in einer Matrix wurde diese flir die Herstellung der Kalibrierlosungen verwendet.

Jede Losung wurde dabei 6mal vermessen.

Prdzision
Die Messprazision wurde bereits mit der Ermittlung der Kalibrierfunktion durch das 6malige

Vermessen der Standards erfasst.

Die Methodenprizision wurde durch Vermessen (Doppelbestimmung) von sechs
unabhdngigen Losungen (im unteren, mittleren und oberen Konzentrationsbereich der
Kalibriergeraden) des jeweiligen Standards in der jeweiligen Matrix, die dem kompletten
Analysenprozess unterworfen wurden, ermittelt. Die Vermessung erfolgte dreimal an einem
Tag (intraday Prézision) und an drei aufeinander folgenden Tagen (interday Prizision). Die

Prizision ist als Variationskoeffizient angegeben.

Richtigkeit

Die Richtigkeit wurde bei gegebener Linearitit der Kalibrierfunktion, Spezifitit und
Wiederfindungsrate als gegeben betrachtet (spektroskopische Verfahren) oder erfolgte anhand
der ermittelten Werte der Standardlosungen der Prazisionsbestimmung. Angegeben ist die

prozentuale Abweichung vom richtigen Wert.

Im Falle von DSCG wurde die Richtigkeit der HPLC-Methode zusétzlich mittels eines
Referenzverfahrens iiberpriift [119, 120]. Die Uberpriifung erfolgte durch den Vergleich der
Ergebnisse, die mittels HPLC ermittelt wurden, mit denen der Referenzmethode (USP XXIII,
S. 430).

Die Wiederfindung wurde ggf. durch Aufstocken der betreffenden analytfreien Matrix mit der
Kalibriersubstanz ermittelt. Sie ist angegeben als prozentuale Abweichung vom richtigen

Wert und wurde ggf. bei der Ermittlung der Probenkonzentrationen beriicksichtigt.
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Spezifitiit

Bei den chromatographischen Verfahren wurde durch den Vergleich von Chromatogrammen
und entsprechende Schnelltests auf Spezifitit gepriift [119]. Bei den spektroskopischen
Verfahren wurde gegen dokumentierte Spektren verglichen (DSCG: [95], OXY: [105],
XYLO: [231]).

Robustheit (chromatographische Verfahren)

Die verwendeten chromatographischen Analysenmethoden wurden begrenzt auf Robustheit
iiberpriift, da lediglich ein Bearbeiter und ein relevantes Gerdt benutzt wurden. Die
Verfahrensstabilitit und dabei insbesondere  zeitabhingige Komponenten und
Lagerungsbedingungen (Kiihlschrank, Raumtemperatur, Gefrierschrank) wurden mit der

Prazisionsbestimmung erfasst.

Fiir die chromatographische Methode von DSCG wurde die Robustheit der Methode
hinsichtlich des Wechsels von Labor und Gerét iiberpriift (Differenzentest).

Bestimmungsgrenze
Die Bestimmungsgrenze wurde anhand der Kalibrierfunktion nach dem Kalibrierverfahren
ermittelt [119].

5.2.2.2  Qualitiitssicherung wihrend der Probenmessungen

Systemeignungstests (Chromatographische Verfahren)

Die Systemeignung wurde mittels einer Losung des jeweiligen Analyten {iberpriift.
Regenerationsbedarf des Sdulenmaterials deutete sich in allen Féllen in zunehmendem Tailing
der Peaks bei kleiner werdenden Retentionszeiten an. Als Grenzen galten die 95 %

Konfidenzintervalle der ermittelten Tailingfaktoren und Retentionszeiten (T 5.2.2.1).

Qualititskontrollproben

Mit jeder Analysenserie wurden drei bis sechs Qualitdtskontrollproben (QP) bekannter
Konzentration analysiert (Doppelbestimmung von drei Konzentrationen), deren
Konzentration sich aus dem Arbeitsbereich der Kalibriergeraden ergab. Die Kontrollgrenzen
wurden aus der Methodenprizision abgeleitet (wahrer Wert + 2 x Standardabweichung), da
die in der Routincanwendung einer Methode analysierten Qualititskontrollproben der
Erkennung systematischer Fehler dienen. Zugleich dient die graphische Darstellung der
Ergebnisse der  Qualitdtskontrollproben  der  Aufdeckung von  Trends. Die
Qualititskontrollproben wurden bei einem Matrixeinfluss auf die quantitative Bestimmung

unter Verwendung der jeweiligen Matrix hergestellt.
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Kalibrierfunktion

Fiir jede Analysenserie wurde die charakteristische Kalibrierfunktion durch die Vermessung
von Kalibrierproben ermittelt, die der Berechnung der unbekannten Konzentration der Proben
sowie der der QP dienten. Die Bestimmung der Kalibrierfunktion erfolgte analog der
Validierung und als Block vor der jeweiligen Analysenserie. In Fillen bei denen ein

Matrixeinfluss auf die Kalibrierfunktion nicht vorlag, wurden wéssrige Standards verwendet.

5.2.2.3 HPLC-Methoden

Die entwickelten HPLC-Methoden dienten der quantitativen Bestimmung von XYLO und
OXY im Rahmen der Permeations- und Liberationsstudien. Die DSCG-Konzentrationen

wurden im Rahmen der Liberations-, Penetrations- und In-vivo-Studien mittels HPLC erfasst.

Die Parameter der entwickelten Methoden sind unter 4.1 angefiihrt. Die allgemeinen

chromatographischen Bedingungen sind in Tabelle 37 aufgelistet, die substanzspezifischen in
Tabelle 38.

Tabelle 37: Allgemeine chromatographische Bedingungen

Gerit L-6200 A Intelligent Pump, L-4500 Diode Array Detector oder L
4000 UV-Detektor, D-6000 Interface, AS-2000 A Autosampler
(ggf.), Merck-Hitachi, Japan

Saule LiCrospher® 100, RP-18 (5 pm), 125-4, Merck, Darmstadt
Vorsiule LiCrospher® 100, RP-18 (5 pm), 4-4, Merck, Darmstadt
Injektionsvolumen 20 pl, Rheodyne, Cotati, California, USA

Tabelle 38: Spezielle chromatographische Bedingungen

oxY XYLO DSCG
Gehaltsbestimmung Plasmaanalytik
Mobile Phase Acetonitril : Puffer’ (V/V)
45:55 70:30 75:25 80:20
FlieBgeschwindigkeit 1,25 ml/min 1,0 ml/min
Detektionswellenldnge 220 nm 240 nm

' XYLO/OXY: 100 ml Reinstwasser werden mit 0,68 ml Phosphorsiure 85 % versetzt. Es wird mit Reinstwasser
zu 800 ml aufgefiillt, der pH mit 0,1 N NaOH auf 3,0 eingestellt, Triethylamin zu 0,1 % (w/w) zugesetzt und
der pH mit Phosphorsdure 10 % auf 2,6 eingestellt.

DSCG: 1,36 g KH,PO,4 und 0,3224 g Tetrabutylammoniumbromid werden zu 1000,0 ml in Reinstwasser gelost
und der pH-Wert mit 0,1 N NaOH auf 5,2 eingestellt.



132 Experimenteller Teil

5.2.2.4  Fluorimetrie

Die Fluorescein-Natrium Konzentrationen im Rahmen der Permeationsstudien und bei der
Bestimmung des Verteilungskoeffizienten wurden mit Hilfe des Spektrofluorometers RF
5001 PC (Shimadzu, Japan) nach entsprechender Verdiinnung mit 0,01N NaOH bestimmit.

Die Parameter der fluorimetrischen Bestimmung fasst Tabelle 39 zusammen.

Tabelle 39: Parameter der fluorimetrischen Fluorescein-Natrium-Bestimmung

Fluoreszenz-Bedingungen:

Anregungswellenldnge 498 nm
Emissionswellenlédnge 512 nm
Scangeschwindigkeit High

Spaltbreite 3,0

Kiivette Iml Quarzkiivette

5.2.2.5 UV/Vis-Spektroskopie

Die Durchfithrung der spektralphotometrischen Gehaltsbestimmungen erfolgte mittels
UV/Vis-Scanning Spektralphotometer (Shimadzu Corporation, Japan). Die Bestimmung der
Arzneistoffkonzentration erfolgte, ggf. nach entsprechender Verdiinnung, in 1cm
Halbmikroquarzkiivetten. Als Bezugsgroflen dienten Gereinigtes Wasser oder das beim

Versuch eingesetzte Medium.

Die Absorption im Rahmen der Gehaltsbestimmung von Natriumcromoglicat wurde bei einer

Wellenldnge von 326 nm ermittelt.

Fir OXY und XYLO wurden die Absorptionswerte bei einer Wellenldnge von 220 nm

bestimmt.

Im Rahmen von Vorversuchen zu den Permeationsstudien mit DSCG wurde iiberpriift, ob die
verwendeten  Hilfsstoffzusdtze und/oder Puffersysteme einen Einfluss auf die
spektralphotometrische Gehaltsbestimmung hatten. Es wurde die Wiederfindung von DSCG
aus dem verwendeten Puffersystem, ggf. mit dem entsprechenden Hilfsstoffzusatz, bestimmt.

Das Absorptionsmaximum und die Wellenldnge des Maximums wurden ermittelt.
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5.2.3 In-vitro-Permeationen

Allgemeines

Die Permeationsstudien wurden in drei Side-Bi-Side™-Diffusionszellen (Crown Glass
Company, Sommerville, NJ, USA) (Abb.5) durchgefiihrt. Diese bestehen aus zwei
horizontalen Halbzellen mit einer Diffusionsfliche von 0,6362 cm? zwischen die die
verwendete Membran eingespannt wird. Das Volumen je Halbzelle betrigt 3 ml. Uber den
thermostatierbaren (Thermostat A 100, Lauda, Lauda-Konigshofen) Wassermantel wurden
die Zellen konstant auf 35°C temperiert. Die Agitation der Medien in den Kompartimenten

erfolgte durch Magnetriihrer.

Zur Aufrechterhaltung der Vitalitit der biologischen Membran wurden beide Kammern
wihrend des gesamten Versuches mit Carbogen® begast. Zudem wurde vor dem
Permeationsversuch 30 min mit EBS vorinkubiert. Uber die gesamte Versuchsdauer wurde
iiber die Membran mittels Platinelektroden in jedem Kompartiment die Leitfahigkeit
bestimmt ({ 5.2.1.6).

Bei den Permeationsstudien wurde nach der Vorinkubation akzeptorseitig mit EBS,
donatorseitig durch die Untersuchungslosung befiillt. Dabei waren beide Losungen temperiert

und begast.

Die Proben wurden im Abstand von 10 min iiber einen Zeitraum von 60 min aus dem
Akzeptor entnommen und durch frisches Medium erginzt. Die Bestimmung des Gehaltes
erfolgte mittels HPLC (OXY, XYLO: | 5.2.2.3)), fluorimetrisch (FLU: | 5.2.2.4) oder
spektralphotometrisch (DSCG: | 5.2.2.5). Auf einen linearen Zusammenhang der permeierten

Arzneistoffmenge pro Zeiteinheit wurde gepriift.

Bei Permeationsuntersuchungen (Vorinkubationsversuche) durch eine vorbehandelte
Membran wurde anstelle von EBS donatorseitig mit der entsprechenden Hilfsstofflosung
vorinkubiert. Vor dem eigentlichen Versuch erfolgte ein zweimaliges Spiilen beider

Kompartimente mit dem jeweiligen Puffersystem.

In den Donatoren und Akzeptoren wurden nach beendetem Versuch die Gesamtproteine
bestimmt (T 5.2.7). Dargestellt sind die Werte von mindestens sechs Versuchen. Die
Permeabilitatskoeffizienten sind mit ihrem Standardfehler (SEM), alle anderen Ergebnisse mit

ihrer Standardabweichung (SD) angegeben.
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Membranen
Zum Einsatz kam Rindernasenschleimhaut als biologische Membran und Nephrophan® als
synthetische.

Die Rindernasenschleimhdute wurden von den Schlachthofen Eberswalder Fleischwerke,
Britz und Kasel-Golzig zur Verfiigung gestellt. Die Entnahme des vorderen Teiles der
Nasenmuschel erfolgte unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere. Die entnommenen Stiicke
wurden in Carbogen®-begastem, eisgekiihltem EBS ins Labor transportiert und unverziiglich
verarbeitet. Aus den Nasensticken wurden ca. 3-4 cm® groBe Schleimhautstiicke durch

vorsichtiges Abtrennen vom unterliegenden Bindegewebe prépariert.

Die synthetische Membran Nephrophan® (Filmfabrik, Wolfen) ist eine Dialysemembran aus
regenerierter Cellulose mit einer Porengro3e von ungefihr 2,4 nm und einer Dicke von 14 bis
15 um [136]. Die Membran wurde vor dem Versuch in Gereinigtem Wasser gewissert, um

die Impragnierung mit Glycerol als Weichmacher zu entfernen.

5.2.4 In-vitro-Penetrationen

Die Penetrationsstudien mit Rindernasenschleimhaut wurden entweder in der unter 5.2.3
beschriebenen Art und Weise durchgefiihrt oder es wurde mit der Untersuchungslosung iiber
den gleichen Zeitraum bei 35°C und bei 100 U/min inkubiert (Schiittelinkubator 3032,
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel). Wahrend der Versuchsdauer von 1 h wurden
keine Proben gezogen. Nach 60 min wurde die Mukosa entnommen und gespiilt. Die
getrockneten Membranen wurden gewogen und nach Ultraschallaufschluss (Sonoplus HD 70
und UW 70, Bandelin electronic, Berlin) wie unter 5.2.6 aufgearbeitet und analysiert. In den
Inkubationsfliissigkeiten, Spiilfliissigkeiten und Donatoren/Akzeptoren wurden die DSCG
und Proteingehalte nach 5.2.2.3, 5.2.6 und 5.2.7 bestimmt. Die dargestellten Werte sind
Ergebnis einer Vierfachbestimmung.

5.2.5 Rheologische Untersuchungen

Die rheologischen Messungen erfolgten an der Universalmesseinrichtung UM Rheolab MC
100 (Physica, Stuttgart). Es kamen folgende Messsysteme (MS) zum Einsatz: MS-Z1 DIN
und MS-KP 24 DIN. Die Temperierung erfolgte mittels des Kryostaten ecoline RE 104
(Lauda, Konigshofen)

Als Modellsubstanz zur Erfassung der Mucinwechselwirkung diente eine Mucindispersion

mit einer Konzentration von 20 % (m/m in PBS). Die Dispersion wurde hergestellt durch
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12stiindiges Quellen unter Riithren (Laborriihrer IKA-Labortechnik, Staufen i.Br.) bei

Raumtemperatur.

5.2.5.1 Ostzillationsrheologie

Mucinwechselwirkungen

Portionen der Mucindispersion ({ 5.2.5 ) zu 3 g wurden eingefroren und bei Bedarf bei 4 °C
aufgetaut. Nach Zusatz von 1 g Versuchslosung wurde unter Rithren 10 min homogenisiert
und bei 4°C equilibriert. Die Aufnahme der Sweeps erfolgte unter Verwendung des
Messsystems MS-KP 24 DIN. Die Equilibrierung bei der jeweiligen Versuchstemperatur im

Messsystem betrug 15 min.

Das Einfrieren der Proben hatte keinen Einfluss auf die bestimmten rheologischen Parameter
und beobachteten Effekte (Differenzentest, p < 0.005).

Amplitudensweep
Vor jeder Messung erfolgte die Ermittlung des viskoelastischen Bereiches der Messsubstanz
durch Aufnahme eines Amplitudensweeps bei 1 und 10 Hz mit Vorgabe eines Drehmomentes

im Bereich von 0,5 bis 30 mN mit logarithmischer Steigerung.

Frequenzsweep

Die Aufnahme der Frequenzsweeps erfolgte bei dem im Amplitudensweep ermittelten,
geeigneten Drehmoment iiber einen Frequenzbereich von 0,1 bis 10 Hz. Es wurden die
rheologischen Parameter Verlustmodul G’’, Speichermodul G° und tan ¢ mittels der
Universalsoftware US 200 (Physica, Stuttgart) erfasst. Die weitere Bearbeitung der Daten
erfolgte mit MS-Exel®. Die dargestellten Werte sind Ergebnis einer Sechsfachbestimmung.
Vergleichend ausgewertet wurden die oben erwidhnten rheologischen Parameter, die den

Frequenzssweeps bei einer mittleren Kreisfrequenz (16, 9 1/s) entnommen wurden.

5.2.5.2  Rotationsrheologie

Dynamische Viskositiit

Die Bestimmung der Viskositdten im Rahmen der Charakterisierung der DSCG-Losungen
erfolgte durch Schergeschwindigkeitsvorgabe in drei Stufen (250, 500, 750 1/s (KP 24) bzw.
500, 750, 1000 (Z 1 DIN)). Fiir jeden Einzelwert wurden pro Messreihe 50 Einzelwerte

aufgenommen. Die angegebenen Werte sind Ergebnis einer Dreifachbestimmung.

Rheogramme
Proben der Mucindispersion (4 5.2.5.1) wurden nach Zusatz der Versuchslésung unter Riihren
10 min homogenisiert und bei 4°C equilibriert. Die Aufnahme der Rheogramme erfolgte

durch Vorgabe der Deformationsgeschwindigkeit im Bereich von 0 bis 10 1/s oder 10 bis 100
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1/s bzw. umgekehrt. Fiir die Aufwértskurve und Abwartskurve wurden dabei 60 Einzelwerte

aufgenommen. Die dargestellten Kurven sind Ergebnis einer Dreifachbestimmung.

Mukoadhdsionsindex

Der im Falle der Fertigarzneimittel bestimmte Mukoadhésionsindex wurde nach dem
modifizierten Verfahren [89] von Hassan und Gallo [88] durchgefiihrt. Die dabei bestimmten
Viskositdten wurden durch Vorgabe von vier Schergeschwindigkeiten (25, 50, 75, 100 1/s)
ermittelt. Fir jede Viskositit wurden 15 Messwerte nach einer Vorscherung iiber 180 s
aufgenommen. Die Messtemperatur betrug 35°C. Die dargestellten Ergebnisse sind das

Ergebnis einer Dreifachbestimmung.
Der Ansatz der Proben erfolgte nach 5.2.5.1. Das verwendete Messsystem war Z 1 DIN.

Die Auswertung erfolgte nach [89]. Dazu wurden die der Mukoadhésion proportionalen
Viskositiatskomponenten 7, [Pas] aus den apparenten Viskosititen der Mucin/Proben-
Gemische #: und der 15%igen Mucindispersion #, berechnet: n, =n,—n, .Der
Mukoadhisionsindex M-Ix [Pa] berechnet sich dann durch Multiplikation der
Viskositiatskomponente 77, [Pas] mit dem angelegten Schergefille [1/s].

5.2.5.3  In-vitro-Liberationen

Die Liberationsstudien wurden in Freigabezellen nach Siebenbrodt [232] durchgefiihrt. Es
wurde mit einem Akzeptorvolumen von 25 ml gearbeitet. Das Volumen der Donatorzelle
betrug 1,5ml. Das Freigabemedium in der Donatorzelle wurde nicht agitiert. Als
Akzeptormedium wurde EBS verwendet und mittels einer Schlauchpumpe (Ismatec,
Glattbrugg-Ziirich, Schweiz) im Kreislauf gepumpt. Die Versuche wurden bei 20°C
(Schiittelinkubator 3032, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel) durchgefiihrt.

Der Ansatz der Proben erfolgte im Falle der mucinhaltigen Systeme nach 5.2.5.1.
Nephrophan® wurde als Membran zur Trennung von Akzeptor- und Donatorkompartiment
verwendet. Die Versuchsdauer betrug 60 min. Die Entnahme des Probenvolumens (1 ml)
erfolgte alle 15 min. Das entnommene Volumen wurde durch EBS ergéinzt. Nach
entsprechender Verdiinnung wurden die Gehalte von OXY und DSCG mittels HPLC
({ 5.2.2.3) bestimmt. Im Falle von FLU kam zur Bestimmung der Gehalte die Fluorimetrie
zum Einsatz (I 5.2.2.4). Es wurde jeweils eine Sechsfachbestimmung durchgefiihrt. Zur
Bestimmung des Diffusionsquotienten wurde der Anstieg von freigesetzter
Arzneistoffmenge [ug/ml] gegen Jt [min] ,,ermittelt. Die dargestellten Diffusionsquotienten
sind mit ihren Standardfehlern (SEM) und die Qgo-Werte mit ihren Standardabweichungen
(SD) angegeben.
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5.2.6 In-vivo-Versuche

Die In-vivo-Versuche' wurden nach den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes im Land
Berlin beantragt und genehmigt. Die Haltung der Tiere erfolgte entsprechend den Vorgaben
des Tierschutzgesetzes: in Einzelkdfigen bei einem Hell/Dunkel-Rhythmus von 12 h und

freiem Zugang zu Wasser und Futter.

Die Versuche wurden an vier minnlichen Albinokaninchen (New Zealand White, Charles
River, KiBllegg, Deutschland) mit einem Gewicht von 3,0 bis 3,5 kg durchgefiihrt. Die Tiere
erhielten wéhrend des Versuches eine Narkose (Ketamin 40 mg/kg, Xylazin 0,4 mg/ml,
intramuskuldr). Die nasalen Zubereitungen wurden mit Sprithsystemen der Firma Pfeiffer,
Radolfzell mit drei SpriihstoBen (2 45 ul) in ein Nasenloch appliziert. Die Entnahme des
Blutes (Zusatz von 1 mg EDTA je ml Blut) erfolgte iiber einen Zeitraum von 60 min zu 6

sechs Zeiten aus der Ohrvene.

Das Blutplasma wurde durch Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge Z 230, Hermle AG,

Gosheim) bei 4000 U/min iiber 15 min gewonnen.

Das gewonnene Plasma wurde wie folgt aufgearbeitet: Dem Plasma (0,2 ml) wurden
definierte Volumina Ger. Wasser (0,5 ml), konzentrierte Salzsidure (0,18 ml) und Ethylacetat
(1,5 ml) zugesetzt. Die Proben wurden 30 min geschiittelt und 15 min bei 2000 U/min
zentrifugiert. Eine definiertes Volumen Ethylacetat (1,2 ml) wurde abgenommen und mit
100 pl eines Kaliumphosphatpuffers pH 7,0 erneut 30 min geschiittelt. Nach der
anschlieenden Zentrifugation wurden die Reste des Ethylacetats abgedampft und die
wassrigen Proben mittels HPLC (I 5.2.2.3) analysiert. Zusitzlich zu der Probenserie jeden
Tieres wurden drei Qualitidtskontrollproben (1, 2, 3 pg/ml) extrahiert.

Die Berechnung der AUC erfolgte entweder nach der Trapezregel [218] oder bei gegebener
Anpassung der Werte an das Einkompartimentmodell anhand pharmakokinetischer Grof3en.
Es wurden die Plasmaeinzelwerte aller Tiere zu einer resultierenden Plasmaspiegelkurve
vereint (s. Abb. 35) [218].

Das dosierte Volumen eines Spriithstoes des verwendeten Sprithsystems wurde durch
Einsprithen einer DSCG-Losung in einen Mallkolben mit anschlieBender photometrischer
Bestimmung (I 5.2.2.5) aus den gemittelten Werten von 20 Spriithst6fen ermittelt. Die
Dosierungsgenauigkeit wurde entsprechend der Monographie Nasalia des Europdischen

Arzneibuches gepriift.

Die Freisetzung von DSCG aus dem 1%igen Hyaluronat-Gel wurde nach 5.2.5.3 bestimmt.

' Herrn Prof. Borchert sei an dieser Stelle fiir die wertvolle Hilfe bei der Etablierung der Tierversuche herzlich
gedankt.
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Der Einfluss der Herkunft des verwendeten Plasmas (Schwein, Kaninchen) auf die
Kalibriergerade wurde untersucht. Da sich die Achsenabschnitte und Steigungen der beiden
Geraden nicht unterschieden (z-Test), wurde anstelle des Kaninchenplasmas Schweineplasma

fiir die Kalibrierung verwendet.

5.2.7 Proteinbestimmungen

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Methode von Lowry [167]. Dabei wurden
0,4 ml der Priiflosung mit 2 ml einer frisch hergestellten Losung von 0,01 % (m/m) Kupfer-II-
sulfat und 0,016 % Weinsdure in 2%iger natronalkalischer (0,1 N) Natriumcarbonatlosung
versetzt. Nach 10 min erfolgte die Zugabe von 0,2 ml Folin-Ciocalteau-Reagenz. Die
Extinktion bei 720 nm gegen einen Blindwert wurde frithestens nach 30 min und spitestens

nach 60 min gemessen. Mit jeder Probe wurde eine Zweifachbestimmung durchgefiihrt.

Donatoren/Akzeptoren, Inkubations- und Spiilfliissigkeiten
Die Kalibrierung erfolgte mit fiinf geeigneten Konzentrationen eines Gesamtproteinstandards
(60 mg/ml).

Die Priiflésungen und die Standardlosungen wurden vor der Bestimmung einer
Ultrazentrifugation unterworfen. Es wurden Filtrationseinheiten (Nalgene® Mini Centrifuge
Filter 4 kDa MMCO) der Firma Nalge Nunc International Corporation (Rochester, USA) mit
einem Deadstop-Volumen von 10 ul verwendet. Die Zentrifugation bei 5000 U/min erfolgte
mit der Eppendorfzentrifuge Z 230 (Hermle AG, Gosheim). Der Riickstand wurde zweimal
mit Ger. Wasser durch Zentrifugation gewaschen. Nach der Zentrifugation wurden die
Losungen verdiinnt und wie oben angegeben die Proteingehalte bestimmt. Fiir jedes System

gelangten drei Donatoren und Akzeptoren zur Auswertung.

Membranen
Die Kalibrierung erfolgte mit fiinf geeigneten Konzentrationen eines Gesamtproteinstandards

(60 mg/ml). Die Standards wurden analog den Priiflésungen behandelt.

Die getrockneten Membranen (1 5.2.4) wurden durch den Zusatz von 1,25 N NaOH
hydrolysiert. Nach der Filtration erfolgten eine Verdiinnung mit Gereinigtem Wasser und die

Bestimmung des Proteingehaltes nach oben beschriebener Verfahrensweise.

5.2.8 Gleichgewichtsdialysen

Die Gleichgewichtsdialysen erfolgten mit der Equilibrium Dialysis Apparatur (Dianorm,

Miinchen) unter Verwendung von Teflon Dialysezellen Makro 1 (1,0 ml Arbeitsvolumen).

Zur Trennung der Kompartimente wurde gewissertes Nephrophan® (I 5.2.3) verwendet.

Nach der Befiillung der Kompartimente wurde tliber 48 h bei Raumtemperatur dialysiert. Die
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Arzneistoffgehalte in beiden Kompartimenten wurden nach entsprechender Verdiinnung
mittels HPLC (I 5.2.2.3) analysiert. Der osmotische Ausgleich im Falle der Liberation mit

Mucin erfolgte durch Zusatz geeigneter Mengen Natriumchlorid.

5.2.9 Stabilititsuntersuchungen

Die Stabilitdtsuntersuchungen im Falle von DSCG wurden in den Pufferlésungen nach List
(pH 5,4, 6 und 7) [131] und in Gereinigtem Wasser vorgenommen und wurden im Rahmen
der Validierung der Analysenverfahren durchgefiihrt. Die Losungen wurden iiber einen
Zeitraum von drei Jahren bei 4°C, Raumtemperatur und 40°C gelagert. Die Auswertung
erfolgte durch Aufnahme der Spektren (I 5.2.2.5) nach Verdiinnung und die Bestimmung der

Lage und der Hohe des Absorptionsmaximums.

5.2.10 Statistik

Die Signifikanzpriifung erfolgte in allen Fillen auf einem Signifikanzniveau von 5 %
Irrtumswahrscheinlichkeit.

Normalverteilung
Die Priifung auf Normalverteilung der Stichproben erfolgte mit dem Test nach Kolmogoroff-
Smirnoff vor jeder statistischen Priifung. Nur normalverteilte Stichproben gelangten zur

Auswertung.

Mittelwertsvergleich zweier Stichproben (t-Test)
Auf Gleichheit der Varianzen wurde bei mittels F-Test gepriift. Bei gleicher Varianz erfolgte
der Mittelwertsvergleich mittels #-Test, bei ungleicher Varianz mittels Welch-Test. Bei

verbundenen Stichproben erfolgte die Signifikanzpriifung mittels Differenzentest.

Statistik der Geraden
Durch lineare Regression wurden die Achsenabschnitte und Steigungen der resultierenden

Geraden ermittelt. Die Priifung auf Linearitdt erfolgte durch eine einfache Varianzanalyse.

Mittelwertsvergleich mehrerer Stichproben (ANOVA)

Es wurde eine einfache Varianzanalyse mit anschlieBendem multiplen Vergleich der
Mittelwerte nach Tukey durchgefiihrt. Die Priifung auf Gleichheit der Varianzen erfolgte mit
der Testmethode nach Bartlett.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die nasale Verfligbarkeit eines Arzneistoffes ist das Resultat eines komplexen Wechselspiels
zwischen seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften, den vielfiltigen Faktoren der
applizierten Arzneiformulierung und den physiologischen Gegebenheiten. Verallgemeinerun-
gen der Zusammenhinge sind schwierig und isolierte Effekte kaum zu erfassen. Abgesehen
von den zahlreichen Einflussgro3en, muss jeder Arzneistoff separat betrachtet werden. Ziel-
stellung der vorliegenden Arbeit waren vergleichende In-vitro- und In-vivo-Untersuchungen
zur nasalen Verfligbarkeit von drei rhinologischen Wirkstoffen unter Einfluss wichtiger

Formulierungsparameter.

Wihrend im Resiimee dieser Arbeit fiir die strukturanalogen Sympathomimetika Xylometazo-
linhydrochlorid (XYLO) und Oxymetazolinhydrochlorid (OXY) Zusammenhidnge zwischen
ihren physikochemischen Eigenschaften, ihrer In-vitro-Verfiigbarkeit und den getesteten
Formulierungsparametern aufgezeigt werden konnten, ist dies fiir das Antiallergikum
Natriumcromoglicat (DSCG) nicht mdglich und ein Querbezug nicht gegeben. DSCG weist
eine ausgepriagte substanzspezifische Komponente auf, die sensibel auf eine Variation der
Formulierungsparameter reagiert und in deren Abhéingigkeit mit dem Absorptionsort Mukosa

wechselwirkt.
Im Einzelnen flihrten die durchgefiihrten Untersuchungen zu folgenden Ergebnissen:

Xylometazolinhydrochlorid und Oxymetazolinhydrochlorid

Die Untersuchungen mit den beiden Imidazolderivaten umfassten die physikalisch-chemische
Charakterisierung von rezeptierten Arzneistofflosungen und einer Auswahl von Fertigarz-
neimitteln, In-vitro-Permeationsstudien an exzidierter Rindernasenschleimhaut und an
synthetischer Membran (Nephrophan® = regenerierte Cellulose) aus Rezepturen variierender
Zusammensetzung und Handelspridparaten sowie deren rheologische Untersuchung im
Hinblick auf Wechselwirkungen mit Mucin. Eine geeignete analytische Methode zur

Quantifizierung der Arzneistoffe in einer komplexen Matrix wurde erstellt und validiert.

Die durchgefiihrten Permeationsstudien mit diesen beiden Wirkstoffen unterstreichen den
Unterschied zwischen dem Einfluss der Komponenten der Arzneiform auf die Freigabe des
Arzneistoffes einerseits und ihren direkten Einfluss auf die Integritit der biologischen
Membran andererseits. Wiahrend an einer synthetischen Barriere (regenerierte Cellulose)
weder fiir die beiden Arzneistoffe selbst noch fiir die getesteten Formulierungsparameter
(Tonizitdt, Isotonisierungsmittel, Zusdtze Benzalkoniumchlorid und EDTA) signifikante
Unterschiede bzw. Einflussnahme festzustellen waren, unterschieden sich OXY und XYLO
hinsichtlich ihres Permeationsverhaltens an der Rindermukosa trotz nahezu identischer
Molekiilmasse deutlich. Ursache fiir die erhdhte Permeabilitit der biologischen Membran fiir

XYLO diirfte dessen groflere Lipophilie sein. Die Verschiedenartigkeit der Einflussnahme der



Zusammenfassung 141

Formulierungsparameter auf das mukosale Permeationsverhalten der beiden Testarzneistoffe
legt nahe, dass fiir XYLO neben dem dominanten parazelluldren der transzelluldre
Transportprozess von Bedeutung ist. Der Zusatz des parazelluliren Enhancers EDTA erhohte
z. B. die Permeabilitdt der Membran fiir das hydrophilere und damit vermutlich in erster Linie

parazelluldr permeierende OXY um ein Vielfaches mehr.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass eine erwiinschte Isotonisierung nicht unkritisch erfolgen
darf. So fiihrte z. B. der isotonisierende Zusatz Sorbitol zu einer erhdhten Permeabilitit der
Mukosa fiir XYLO. Interessanterweise beschrieben Romeijn et al. [160] durch den Zusatz des
Zuckeralkohols Sorbitol eine Verstirkung des toxischen Effektes dieses Sympatho-

mimetikums auf die Zilien des nasalen Epithels.

Wihrend der nachgewiesenen Potenzierung der zilientoxischen Eigenschaften von OXY bzw.
XYLO in Kombination mit dem Konservierungsmittel Benzalkoniumchlorid in den im
Handel befindlichen Praparaten durch konservierungsmittelfreie Applikationssysteme bereits
Rechnung getragen wird, erfahren andere Formulierungsparameter bisher noch nicht
genligend Beachtung. Das Substituieren eines wirkstoffgleichen Préaparates durch eines mit
verdnderter Hilfsstoffzusammensetzung (Generikum) kann sowohl die Permeabilitit der
nasalen Mukosa verdndern als auch die schidigende Wirkung der Substanzen auf die Zilien
erhohen.

XYLO und OXY zeigten keinen Effekt auf die rheologischen Parameter einer Mucinmodell-
dispersion. Die beispielhaft tberpriifte Freigabe von Oxymetazolinhydrochlorid aus dem
Mukus wird nicht iiber den makroviskositdtsbedingten Rahmen hinaus beeintrachtigt, d. h., es

finden keine nachweisbaren Mucinwechselwirkungen statt.

Natriumcromoglicat

Die Untersuchungen mit Natriumcromoglicat schlossen wiederum die physikalisch-chemische
Charakterisierung von Arzneistofflosungen und Fertigarzneimitteln, die In-vitro-Permea-
tionsstudien an der biologischen und synthetischen Membran sowie dariiber hinaus die
Untersuchung des Penetrationsverhaltens von DSCG in Rindernasenschleimhaut ein. Der
Einfluss verschiedener Formulierungsparameter wurde untersucht. Der Variation der
Arzneistoffkonzentration kam dabei besondere Bedeutung zu. Rheologische Untersuchungen
erfolgten sowohl zur Mucinwechselwirkung von DSCG als auch mit dem Polymer
Natriumhyaluronat. In einer In-vivo-Studie an Kaninchen wurden verschiedene Rezepturen
sowie Fertigarzneimittel tiberpriift. Eine geeignete analytische Methode zur Quantifizierung
des Arzneistoffes in einer komplexen Matrix und im Rahmen der Plasmaanalytik wurde
erstellt und validiert.

Die physikochemischen Eigenschaften (vor allem dynamische Viskositit, Osmolalitdt und
spezifische Leitfahigkeit) von DSCG-Losungen zeigten sich in differenzierter Weise von der

Konzentration sowie der Art und Menge der zugesetzten Hilfsstoffe (insbesondere der
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Elektrolyte) abhingig. Die Abweichung vom iiblichen Verhalten eines starken Elektrolyten
erklart sich einerseits aus der auftretenden Assoziation einzelner Molekiile unterhalb von
10 mg/ml DSCG. Fiir DSCG-Losungen oberhalb einer Konzentration von 10 mg/ml kann
andererseits anhand des markanten Anstiegs der dynamischen Viskositit, der verlangsamten
Diffusion und der auftretenden Opaleszenz die Bildung von Assoziaten im kolloidalen
Groflenbereich angenommen werden. Zusétze ionischer Verbindungen (Dinatriummonohy-
drogenphosphat, Natriumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid, Kaliumchlorid) konnen
sowohl die intermolekularen Wechselwirkungen der assoziierten DSCG-Molekiile (,,Aussalz-
effekte®) als auch ihre Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel Wasser (Hydrotropierung)

verstiarken.

Die Zusammensetzung der DSCG-Formulierung hinsichtlich Art und Menge der enthaltenen
Hilfsstoffe sowie die Konzentration des Arzneistoffes selbst beeinflussten das Permeations-
verhalten sowohl an der biologischen als auch an der synthetischen Membran betrdchtlich.
Wihrend an der synthetischen Membran durch Konzentrationserhohung von DSCG dessen
thermodynamische Aktivitdt und damit die permeierte Menge pro Zeiteinheit gesenkt wird,
liegt an der biologischen Membran ein abweichendes Verhalten vor. In Abhingigkeit von der
Konzentration erhdhte DSCG (2 und 10 mg/ml) die parazellulire Permeabilitit der
Rindernasenschleimhaut, vermutlich durch eine Wechselwirkung mit Bestandteilen des
junctionalen Komplexes. Diese konzentrationsabhingigen, selbstenhancenden Fahigkeiten
von DSCG lieflen sich bei der Permeation des parazelluliren Markers Fluorescein-Natrium
durch eine mit 2 und 10 mg/ml DSCG vorinkubierte Rindermukosa eindeutig nachweisen.
Aufgrund des bekannten pharmakologischen Wirkungsmechanismus von DSCG ist eine
Wechselwirkung mit junctionalen Proteinen anzunehmen, die zu einer Erleichterung der
parazelluliren Transportmechanismen an der biologischen Membran flihren kann.
Gleichzeitig scheint aber eine mogliche Wechselwirkung von DSCG mit membranstindigen
Mukuskomponenten in einem bestimmten Konzentrationsbereich (4 bis 6 mg/ml) die
permeierte Menge DSCG je Zeiteinheit zu senken, d. h. die selbstenhancenden Fahigkeiten
konzentrationsabhédngig einzuschrinken. Wie jedoch die Ergebnisse der Penetrationsstudien
zeigen konnten, determinieren offenbar die ,,adhdsiven* Eigenschaften von DSCG, sodass die

Gewebespiegel von DSCG (Ausgangskonzentration = 4 bis 6 mg/ml) steigen.

Nach nasaler Applikation eines SpriihstoBes mit einer Dosis von 20 mg/ml DSCG wiirde
durch die physiologisch auftretende Verdiinnung der applizierten Arzneistofflosung mit
nasalem Sekret eine Konzentration von ca. 5 mg/ml DSCG resultieren. Die Ergebnisse der In-
vitro-Permeations- und Penetrationsstudien lassen fiir DSCG dieser Konzentration (5 mg/ml)
ein optimales Verhéltnis aus Adhésivitdt und Penetrationsfdhigkeit vermuten, das geeignet

scheint, die Gewebespiegel in der nasalen Schleimhaut zu erhéhen.

Bei der rheologischen Untersuchung mittels einer Mucinmodelldispersion konnten fiir DSCG

mit einer Konzentration groBer als 5 mg/ml ,,adhdsive Féahigkeiten bestitigt werden. Die
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LAdhasivitiat von DSCG adulBlert sich in einer deutlichen Zunahme von Elastizitit und
Viskositdt der Mucinmodelldispersion, die durch eine Zunahme der intra- und/oder
intermolekularen Wechselwirkungen der Mucinglykoproteine durch zusitzliche sekundére
Bindungskrifte bedingt ist. DSCG scheint an diesen Wechselwirkungen als ,,quervernet-
zendes® Agens beteiligt zu sein, da die In-vitro-Liberation der Substanz aus dem Gemisch mit
Mucin liber den makroviskosititsbedingten Rahmen hinaus beeintrachtigt ist. Die ,,adhdsiven®
Féhigkeiten von DSCG nehmen mit steigender DSCG-Konzentration zu und erreichen bei
10 mg/ml DSCG einen maximalen Effekt, der sich durch weitere Konzentrationserh6hung

nicht mehr steigern lasst.

Eine In-vitro-Mucinwechselwirkung von DSCG ist bisher noch nicht untersucht und in dieser
Form beschrieben worden. Durch Kombination mit dem ebenfalls mukoadhisiven Polymer
Natriumhyaluronat (HA) ldsst sich die ,,Adhésivitit™ iiberadditiv erhohen. Erklarbar erscheint
dieses Phanomen durch verbesserte Interpenetration von HA in das Mucinnetzwerk, bedingt
durch von DSCG verursachte konformelle Verdnderungen der HA-Polymerketten. DSCG
begiinstigt offenbar die Solvatation der Polymerketten, d. h. deren intra- und/oder intermo-

lekularen Wechselwirkungen.

Der durchgefiihrte In-vivo-Versuch bestitigte die Mukoadhésivitit der HA-haltigen DSCG-
Zubereitung. Die Wirkungsdauer von DSCG wurde verldngert. Gleichzeitig resultierte durch
die Fixierung von DSCG am nasalen Mukus im Sinne eines Depots eine kontrollierte
Freigabe. Versuche mit verschiedenen Konzentrationen an DSCG zeigten, dass die Substanz
konzentrationsabhingig im Netzwerk des nasalen Mukus festgehalten wird. Wie auch die
Liberationsversuche ergeben haben, existiert fir die Verfligbarkeit ein Konzentrations-
optimum, da mit zunehmender Fixierung im Mucinnetzwerk bei steigender DSCG-

Konzentration die Freigabe aus dem Mukusgemisch beeintriachtigt wird.

Die Formulierungsparameter nehmen ebenfalls auf die In-vivo-Verfiigbarkeit von DSCG
deutlich Einfluss, wie der Vergleich der pharmakokinetischen Daten nach Applikation von
Fertigpraparaten mit denen einer Vergleichslosung gezeigt hat. Eine direkte Korrelation
zwischen der In-vitro-Verfiigbarkeit an Rindernasenschleimhaut und der Verfiigbarkeit in
vivo war jedoch flir die untersuchten Fertigarzneimittel nicht zu konstatieren. Als urséchlich
sind die im In-vitro-Modell fehlende bzw. nur abgeschwicht auftretende Mukuswechsel-
wirkung und die geringe Anzahl der durchgefiihrten In-vivo-Versuche anzusehen. Daher
scheinen die durchgefiihrten Nephrophan®-Permeationsversuche geeignet, den Einfluss der
Formulierungsparameter auf die Substanz zu abstrahieren, wohingegen die In-vitro-
Permeationsveruche an Rindermukosa die Wechselwirkungen der Substanz mit der Membran
widerspiegeln. Jedoch erst der abschlieBende In-vivo-Versuch lisst eine Wichtung der

Einzeleffekte hinsichtlich optimaler nasaler Verfiigbarkeit von DSCG zu.
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Fiir den Arzneistoff Natriumcromoglicat mit seinen besonderen physikalisch-chemischen
Eigenschaften ergibt sich aus der Vielzahl der Einfluss nehmenden Parameter formulierungs-
seitig folgende Empfehlung: Einem isotonischen Phosphatpuffersystem ist der Vorzug zu
geben, da auf diese Weise die Wechselwirkung der Substanz mit den Komponenten der
nasalen Membran und des nasalen Mukus begiinstigt wird und damit ein ldngeres Verweilen
und ggf. eine kontrollierte Freigabe resultieren. Die Applikation einer Dosis von 20 mg/ml
erwies sich dabei als giinstig, da das ,,adhésive™ Potential von DSCG durch Interaktion mit
Membran und Mukus die Gewebespiegel im nasalen Gewebe erhoht und ldnger aufrecht
erhilt. Eine Kombination mit 1 % Natriumhyaluronat fiihrte dariiber hinaus zu einer
vorteilhaft zusidtzlich viskositdtserhohten, jedoch noch sprithfahigen und ausgeprigt
mukoadhisiven Zubereitung, die die Wirkungsdauer des Arzneistoffes deutlich verlangert und
geeignet erscheint, die Dosierungshaufigkeit zu reduzieren. Auch eine bessere Akzeptanz der
natriumhyaluronathaltigen Zubereitung durch den Patienten ist denkbar, die sich auf die
Patientencompliance bei der notwendigen prophylaktischen Applikation des Arzneistoffes
positiv auswirken konnte. Weitere Untersuchungen, vor allem im klinischen Bereich, miissen

die vorliegenden Befunde manifestieren.
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7.3 Physikalisch-chemische Charakterisierung der Arzneistofflosungen

Tabelle 40: Physikochemische Parameter der wissrigen DSCG-Losungen (s. Abschnitt 4.2 und 4.3.1.1)

Konz. pH Osmolalitdt DV OFS Dichte LFx 107
[mg/ml] [mOsmol/kg] [mPas] [mN/m] [g/cm3] [S/m]

4°C 20°C 4°C 20°C
2 6,19 10 1,60 1,037 72,22 0,998 0,084 0,081
6 6,33 24 1,48 1,008 72,00 1,011 0,12 0,16
10 6,66 44 1,53 1,107 71,80 1,002 0,17 0,28
15 6,19 53 1,51 1,090 68,06 1,004 0,25 0,44
20 6,32 63 1,82 1,102 71,38 1,007 0,32 0,60
40 6,41 68 3,63 1,147 71,95 1,016 0,52 1,16

Tabelle 41: Physikochemische Parameter der gepufferten (PBS) DSCG-Lésungen (s. Abschnitt 4.2 und 4.3.1.1)

Konz. Osmolalitit DV OFS Dichte LF x 10™ [S/m]
[mg/ml] [mOsmol/kg] [mPas] [mN/m] [g/cm3]
4°C 20°C 4°C 20°C
2 270 1,75 1,012 72,02 1,012 0,95 0,78
4 271 1,51 1,000 71,97 1,013 0,99 0,80
6 275 1,81 1,076 71,78 1,014 1,02 0,81
8 270 1,99 1,161 71,68 1,014 1,04 0,33
10 275 5,75 1,114 71,10 1,015 1,08 0,33
20 285 19,45 1,126 72,23 1,018 1,09 0,38
30 296 52,04 1,284 72,26 1,028 1,09 0,91
40 306 70,35 3,560 66,01 1,031 1,11 0,94
50 316 108,85 9,710 72,25 1,013 1,15 0,98

Tabelle 42: Physikochemische Parameter der verschieden gepufferten DSCG-Losungen (s. Abschnitt 4.3.3.5)

PBS (mOsmol/kg) isoton
280 350 170 70— - —
ohne + Sorbitol  + Glukose  + NaCl
PBS

LFx 107 [S/m] 0,756 1,364 0,906 0,291 0,233 0,247 1,483

Osmolalitdt [mOsmol/kg] 270 352 167 66 285 283 285
PBS mit Zusatz von DSCG (2 mg/ml)

LF x 107 [ S/m] 0,756 1,334 0,951 0,340 0,265 0,279 1,465

Osmolalitdt [mOsmol/kg] 270 354 176 75 289 292 291
PBS mit Zusatz von DSCG (20 mg/ml)

LF x 107 [ S/m] 0,878 1,567 1,115 0,781 0,539 0,546 1,665

Osmolalitdt [mOsmol/kg] 285 371 291 107 325 323 306

Tabelle 43: Physikalisch-chemische Parameter der wissrigen
Losungen von OXY und XYLO (s. Abschnitt 4.2)

pH Osmolalitit DV OFS Dichte
[mOsmol/kg] [mPas] [mN/m] [g/cm’]
XYLO 6,22 7 1,012 71,20 0,999

OoXY 6,05 7 1,055 70,50 0,998
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Abbildung 36: FlieBkurve DSCG (50 mg/ml) in PBS, D = 10-100 1/s (siehe auch Abschnitt 4.3.1.1)
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Abbildung 37: Fliefkurven HA 1% (m/m) in PBS mit und ohne Zusatz von DSCG (20, 40 mg/ml),
D =10-100 1/s (siehe Abschnitt 4.3.3.4)

10 | | £ 100 10 4 £ 100 10 £ 100
4 | | C 4 C 4 C
| |
| |
| |
| |
| |
l l
| |
I £ 10 £ 10
— ! - —_—
< | = & == & ==
& es e SR e
E ] SO ] (RO Pl [CRT)
Fl £l
0.1 0.1 T et () 0.1 - ()
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Kreisfrequenz o [1/s] Kreisfrequenz o [1/s] Kreisfrequenz @ [1/s]

Abbildung 38: Frequenzsweep HA 1% (m/m) in PBS mit und ohne Zusatz von DSCG (20, 40
mg/ml)(siehe Abschnitt 4.3.3.4)
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7.4  In-vitro-Permeationsdaten fiir Nephrophan®

7.4.1 Vergleichende Untersuchungen mit den Eigenrezepturen

Tabelle 44: Permeationsdaten von DSCG, XYLO und OXY (0,0039 M) durch Nephrophan@ unter dem Einfluss
verschiedener Formulierungsparameter (siehe Abschnitt 4.2.2, Tab. 11 bis 13 )

Formulierungsparameter Py X 107 [cmi/s] Qoo [1g] Qg0 [%]
Natriumcromoglicat (0,0039 M)
Referenz 2,78+ 0,11 398,80 = 39,07 6,85
Konservierungsmittel EDTA 2,73 £ 0,09 401,25 + 6,69 6,69
BAC 2,66 + 0,09 407,16 + 14,72 6,79
EDTA/BAC 2,75+ 0,09 400,16 + 33,07 6,67
Tonizitit stark hypoton 2,58 £0,25 410,20 + 36,75 6,84
schwach hypoton 2,63 + 0,06 363,53 + 15,60 6,06
schwach hyperton 2,88+ 0,11 401,70 = 40,77 6,70
Isotonisierungsmittel Sorbitol 2,36 +0,07* 340,13 + 26,80 5,67
Glukose 2,43 +£0,07* 359,89 +21,50 6,00
Natriumchlorid 2,46 £ 0,04* 355,32+ 7,12 5,92
Xylometazolinhydrochlorid (0,0039 M)
Referenz 2,79+ 0,07 212,80 +11,97 6,48
Konservierungsmittel EDTA 2,85 +£0,06 221,47 +5,09 6,74
BAC 2,73 £ 0,04 208,44 + 6,68 6,35
EDTA/BAC 2,89+0,10 220,99 + 14,45 6,73
Tonizitit stark hypoton 2,83+ 0,07 200,80 + 10,34 6,46
schwach hypoton 2,84 + 0,06 203,92 +£7,33 6,50
schwach hyperton 2,58 +£ 0,04 200,54 + 2,68 6,10
Isotonisierungsmittel Sorbitol 2,74+ 0,03 207,54 + 0,39 6,32
Glukose 2,96 £ 0,10 221,95+16,61 6,76
Natriumchlorid 2,90+ 0,14 234,48 £ 24,44 6,75
Oxymetazolinhydrochlorid (0,0039 M)
Referenz 2,83+£0,07 222,63 + 13,65 6,41
Konservierungsmittel EDTA 2,54 £ 0,06 201,97 +£10,33 5,81
BAC 2,49 + 0,02 199,29 + 1,66 5,74
EDTA/BAC 2,94+ 0,08 217,03 £ 4,56 6,25
Tonizitit stark hypoton 3,02+0,11 242,51 £ 14,74 6,98
schwach hypoton 2,51+ 0,14 199,79 + 22,97 5,75
schwach hyperton 2,73+0,11 208,72 + 15,85 6,00
Isotonisierungsmittel Sorbitol 2,73+ 0,09 217,53 +£ 14,20 6,26
Glukose 2,73 £ 0,06 219,87 £10,81 6,33
Natriumchlorid 2,75+ 0,09 249,55 £ 15,33 6,31

* Signifikanz (ANOVA) fiir den Einfluss der Formulierungsparameter auf den jeweiligen Arzneistoff
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7.4.2 Spezielle Untersuchungen mit DSCG

Tabelle 45: Permeationsdaten von DSCG durch Nephrophan® unter dem Einfluss verschiedener

Formulierungsparameter

Formulierungsparameter P,y X 107 [cmi/s] Qeo [1g] Qeo [%]
Permeation von FLU, Vorinkubationsversuche mit DSCG (siehe Tab. 18 in Abschnitt 4.3.1.2)
ohne Vorinkubation 2,32+ 0,06 61,61 + 2,88 5,51

10 min DSCG/2 2,40 +0,07 62,07 +2,85 5,53

DSCG/10 2,35+0,08 60,72 +2,36 5,41

DSCG/20 2,45+0,08 63,42 + 3,20 5,65
20 min DSCG/2 2,42 +0,06 62,74+ 2,26 5,59

DSCG/10 2,35+0,14 61,14 £ 5,33 5,45

DSCG/20 2,51+0,13 64,73 +5,19 5,77
Einfluss von Polysorbat auf die Permeation von DSCG (siehe Tab. 20 in Abschnitt 4.3.1.3)

DSCG (0,0039 M)
Referenz 2,78+ 0,11 398,80 = 39,07 6,85
+ 0,005 % PS 2,69 + 0,06 391,25+17,99 6,52
+0,01 % PS 2,88 +0,12 387,78 £29,79 6,46
+0,1 %PS 2,69 £+ 0,08 389,46 +£29,19 6,49
+0,1 % EDTA 2,73 +£0,09 401,25 £ 6,69 6,69
Vorinkubation EDTA 0,1 % 2,71 £0,04 390,74 £ 8,21 6,51
+0,01 % PS + 0,1 % EDTA 2,82 +£0,06 399,35 £ 19,07 6,66
DSCG (0,039 M)

Referenz 1,87 £ 0,06 2695,99 + 88,81 5,43
+EDTA 0,1 % 1,91 £0,04 2738,42 + 163,33 4,56
+PS 0,01 % + EDTA 0,1 % 1,86 + 0,04 2632,97 + 105,84 4,39
Vividrin® 1,41 £0,07%  20,27,11 £ 174,31 3,38
Einfluss des Konservierungsmittels auf die Permeation von DSCG (0,0039 M) (siehe Tab. 21 in Abschnitt
4.3.1.5)
Referenz 2,78+ 0,11 398,80 + 39,07 6,85
+ Phenylethanol 0,5 % 2,79 £ 0,05 397,36 £ 20,49 6,62
+ Thiomersal 0,01 % 2,76 £ 0,07 378,88 +£34,84 6,31
+BAC 0,01 % 2,66 +0,09 407,16 + 14,72 6,79
Vorinkubation Thiomersal 2,72 £ 0,05 387,89 + 18,30 6,46

* signifikant zur jeweiligen Referenz (z-Test)
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7.5 CMC-Bestimmmungen

Die tensiometrische Bestimmung der CMC eines Tensides ist mit der Schwierigkeit verbunden, dass je nach
Versuchsbedingungen unterschiedliche Ergebnisse mdoglich sein konnen. So beeinflussen Startvolumen und
Startkonzentrationen des Tensides sowie die Grofle des Probengefifies die Bestimmung enorm.

Die Oberflichenspannung eines Tensides in wissriger Losung nimmt erst mit Mizellbildung nicht mehr weiter
ab, die ihrerseits erst nach vollstdndiger Oberflichenbelegung erfolgt. Je groBer nun die aus den Abmaflen des
Gefilles resultierende Oberfliche und das Startvolumen sind, umso spéter wird die Mizellbildung einsetzen und
somit auf die Ermittlung der CMC Einfluss nehmen.

Abbildung 39 zeigt die CMC-Bestimmung von BAC und Polysorbat 80 in Wasser und PBS. Die graphische
Auswertung dieser Darstellung ist kaum mdglich.

Die Konzentrationswerte der CMC, die dieser Darstellung entnehmbar sind, liegen deutlich zu niedrig. Neben
der Beeinflussung durch die oben bereits genannten Parameter, ist zu bedenken, dass bei sehr niedriger
Ausgangskonzentration und bei logarithmischer Zugabeweise, die resultierende Kurve zusétzlich zu kleineren
Werten gestaucht wird.

Zu entnehmen ist dieser CMC-Bestimmung, dass die Verwendung eines Puffersystems auf die CMC des
ionischen Tensides Benzalkoniumchlorid Einfluss nimmt.

Abbildung 40 zeigt dagegen das Ergebnis der CMC-Bestimmung mittels Pyren ({ 5.2.1.8), die eine deutlich
bessere Auswertbarkeit aufweist. Der Einfluss des verwendeten Puffers auf die CMC-Bestimmung von BAC
zeigt sich auch hier. Versuche, eine Wechselwirkung von DSCG mit den Tensiden mit einem Einfluss auf die
Lage der CMC nachzuweisen, scheiterten, da ein DSCG-Zusatz iiber 0,0025 % eine Fluoreszenzldschung
verursachte. Die Bildung des Ionenpaares DSCG/BAC lisst sich jedoch anhand der Darstellung selbst mit
diesem gering konzentrierten Zusatz an DSCG erkennen.

80

75
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65 —8— BAC/Wasser

60 ---A - - Polysorbat 80/Puffer

—a&— Polysorbat 80/Wasser

Oberflichenspannung [mNm]

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02

Konzentration [g/1]

Abbildung 39: Tensiometrische CMC-Bestimmung von BAC und PS 80
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Abbildung 40: Fluorimetrische CMC-Bestimmung von BAC und PS 80: Einfluss von DSCG (0,0025 %)

7.6 Statistische Vergleiche der Mucinwechselwirkungsstudien

Tabelle 46: Statistische Vergleiche der Mucinwechselwirkungen: Vergleich von G’ (siehe Tab. 30, Abschnitt
4.3.3.3)

Mucin +DSCG/S +DSCG/7,5 +DSCG/10 +MC + MC/DSCG/5 + HA
+ DSCG/5 Ja Ja Ja Ja Ja
+DSCG/7,5 & Nein Nein Nein
+DSCG/10 & Nein Ja Nein Nein
+MC Ja Ja
+MC + DSCG/5 Nein
+ HA

+HA + DSCG/5 Ja Ja Ja Ja Ja Ja
+HA + DSCG/7,5 Ja Ja Ja Ja Ja Ja
+HA + DSCG/10 Ja Ja Ja Ja Ja Ja

Tabelle 47: Statistische Vergleiche der Mucinwechselwirkungen: Vergleich von m (siehe Tab. 30, Abschnitt
4.3.3.3)

Mucin +DSCG/5  +DSCG/7,5 +DSCG/10  +MC  +MC/DSCG/5 +HA

Mucin

+ DSCG/5 Ja Ja Ja Nein
+ DSCG/7,5 Ja* Ja Ja Ja Ja
+ DSCG/10 Ja* Ja Nein Ja Ja Ja
+MC Nein Ja Ja
+ MC + DSCG/5 Ja Nein
+HA Ja

+ HA + DSCG/5 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Ja
+ HA + DSCG/7,5 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Ja
+ HA + DSCG/10 Ja Nein Nein Nein Ja Nein Nein

Ja/Nein: signikanter Unterschied (z-Test) vorhanden (Ja) oder nicht vorhanden (Nein)
Signifikanz nicht gepriift

ANOVA: signifikanter Unterschied: *

ANOVA: signifikanter Unterschied: *
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7.7 Statistische Vergleiche der Liberationsstudien

Tabelle 48: Statistischer Vergleich (t-Test) der Liberationsdaten von DSCG gegen DSCG (siehe Tab. 32
Abschnitt 4.3.3.5)

DSCG versus DSCG
M + M + M + DSCG/5 M + DSCG/10
DSCG/5 DSCG/10 DSCG/5 DSCG/10 +HA +HA
DSCG/5 Ja Ja Ja
DSCG/10 Ja Ja Ja
M + DSCG/5 Ja
M + DSCG/10 Ja

Tabelle 49: Statistischer Vergleich (t-Test) der Liberationsdaten von OXY gegen DSCG (siehe Tab. 32 Abschnitt
4.3.3.5)

OXY versus DSCG
M + M + M + M +
DSCG/5 DSCG/10 DSCG/5 DSCG/10 DSCG/5 +HA DSCG/10 +HA

0,4 Ja Ja
+M Ja

+ DSCG/5 Ja

+DSCG/10 Ja

+ DSCG/5 +HA Nein

+DSCG/10 +HA Nein

+HA Ja Ja Nein Nein

Tabelle 50: Statistischer Vergleich (t-Test) der Liberationsdaten von OXY gegen OXY (siehe Tab. 32 Abschnitt
4.3.3.5)

OXY versus OXY

0),:4' +M +M +M +M
+M +DSCG/5 +DSCG/10 +DSCG/5 + HA +DSCG/10 + HA
oXY Ja
+M Ja Ja
+ DSCG/5 Nein
+DSCG/5 + HA Nein Nein Nein
+DSCG/10 + HA Nein Nein
+ HA Nein Ja Ja Ja Ja

Ja/Nein: signikanter Unterschied (#-Test) vorhanden (Ja) oder nicht vorhanden (Nein)

Signifikanz nicht gepriift
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