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ME-CD
ME-ION
ME-PG
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PG

RT

17b-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
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Meibom’sches Driisensekret (meibomian gland secretion)
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Raumtemperatur (15 - 25 °C, [1])
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Rontgenkleinwinkelstreuung (small angle X-ray scattering)
Standardabweichung (standard deviation)
Festphasenextraktion (solid phase extraction)
Testosteron

Verteilungskoeffizient
VKowi: VK zwischen Oktanol und Wasser
VKipm: VK zwischen IPM und Wasser
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1 EINLEITUNG

Die Nasenschleimhaut (Mukosa) und die Hornhaut des Auges (Kornea) stellen in ihrem
morphologischen Aufbau zwei differente biologische Membranen dar. Beide besitzen sie
aber die Funktion, ein Sinnesorgan gegen schadigende Einflisse von auf3en zu schiitzen, da

in beiden Fallen ein direkter Kontakt zur externen Umgebung besteht.

Die Hornhaut bietet mechanischen Widerstand durch ihren dicken, mehrschichtigen Aufbau
bei gleichzeitiger Transparenz, so dass Lichtreflexe von der Netzhaut des Auges
aufgenommen werden koénnen. Wichtige Schutzfunktionen Gben weiterhin der Tréanenfilm,
der die Hornhaut bzw. die gesamte aulRere Augenoberflache Uberzieht und bei Bedarf in
deutlich gesteigerter Menge produziert wird, sowie die Augenlider, die reflexartig geschlos-

sen werden kénnen, aus.

Aufgabe der Nasenschleimhaut ist es, die Atemluft zu reinigen, zu befeuchten und
anzuwarmen sowie schadigende Substanzen herauszufiltern. Bestimmte Regionen dienen
zur Aufnahme von Duftstoffen. Der kontinuierlich abflieRende Nasenschleim, der von der
Mukosa gebildet wird, sowie eine bemerkenswert hohe Enzym-Konzentration in der Mukosa

bzw. im Nasenschleim dienen dem Schutz der Nase sowie des Gesamtorganismus.

Aufgrund der Lokalisierung von Auge und Nase an der Korperoberflache und einem direkten
Kontakt der Membranen, Kornea bzw. Mukosa, zur AuRenwelt, sind diese einerseits trotz der
vorhandenen Schutzfunktionen eine bevorzugte Angriffsflache fir Krankheitserreger,
andererseits aber auch im lokalen Krankheitsfall unkompliziert zu therapieren. Da eine
einfache und schmerzlose Applikation von Arzneistoffen generell eine wiinschenswerte
Eigenschaft fur jedes Medikament ist, insbesondere bei Mehrfachanwendung oder
Dauertherapie, werden beide Membranen darliber hinaus als Applikationsorte zur
Verabreichung systemisch wirkender Substanzen immer wieder in Erwagung gezogen [2 - 5]

bzw. bereits genutzt (z.B. Calcitonin/ Karil® Nasenspray, Sumatriptan/ Imigran® nasal).

Allerdings ist die systemische Verfligbarkeit okular oder nasal applizierter Wirkstoffe nicht
unproblematisch, da die Kornea im Vergleich zu anderen Membranen eine sehr schlechte
Permeabilitat fir eine Vielzahl von Substanzen aufweist, und die Nasenmukosa aufgrund
ihrer hohen enzymatischen Aktivitat viele Wirkstoffe vor bzw. wéhrend der Absorption
inaktiviert. Durch Variierung der Formulierungsparameter oder durch Einsatz spezifischer
Tragersysteme wird deshalb versucht, die Bioverfiigbarkeit nach okularer oder nasaler
Verabreichung zu erhdhen. Der galenisch-technologischen Entwicklung modifizierter

Systeme sind jedoch deutliche Grenzen gesetzt, da beide Organe sensibel reagieren und in
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ihrer Funktion nicht beeintrachtigt werden dirfen. So ist bei okularen Zubereitungen
besonders auf Reizfreiheit und eine moéglichst geringe Beeintrachtigung der Sicht zu achten.
Nasalia sollten eine gute Vertraglichkeit hinsichtlich der Zilienfunktion und nach Méglichkeit

eine gute Spruhbarkeit zwecks Verabreichung als Dosierspray aufweisen.

Eine weitere Mdglichkeit, die systemische Verfiigbarkeit eines Arzneistoffs zu verbessern,
stellt die Erhéhung seiner Loslichkeit dar. Da dies zumeist lipophile Wirkstoffe betrifft, ist ein
deutlicher Anstieg der geldsten Menge priméar durch ein ebenfalls lipophiles Tragermedium
zu erreichen, was jedoch Nachteile, wie eine verzogerte Arzneistofffreigabe oder ein
unangenehmes Empfinden beim Patienten, mit sich bringt. Darliber hinaus gelangen haufig
Zusatzstoffe zum Einsatz, die die Permeabilitit der Membran erhdhen sollen und als
Enhancer bezeichnet werden [6 - 8]. Bei Verwendung dieser Substanzen ist zu beachten,
dass ihr Einfluss auf die Membran reversibel sein muss und die physiologischen Ablaufe

nicht beeintrachtigt werden dirfen.

Fur eine Vielzahl an Arzneistoffen besteht also hohes Interesse an innovativen
Tragersystemen, durch die eine systemische Verflgbarkeit nach nasaler oder okularer
Darreichung ermdglicht wird. Ein Vergleich der Permeabilititen der beiden Membranen
Kornea und Mukosa ist aufgrund ihrer engen anatomischen und physiologischen
Verknlpfung zur Einschatzung von Wirkungen und Nebenwirkungen applizierter Substanzen

sowie fiir eine ggf. beiderseitige Nutzbarkeit der Tragerformulierungen von Interesse.
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2 PROBLEMSTELLUNG

In dieser Arbeit sollten die beiden Membranen Kornea und Mukosa hinsichtlich ihrer
Permeabilitat fir den lipophilen Arzneistoff Androstendion (AD) verglichen werden. Fir AD,
das sowohl zur ophthalmologischen Anwendung [9, 10] als auch fir die nasale Applikation
mit systemischer Wirkung von Interesse ist [11], lagen bereits Untersuchungen in der
Arbeitsgruppe vor [74], die als Basis dienten. Zur Durchflihrung dieser vergleichenden In-
vitro-Studien war ein Permeationsmodell erforderlich, das das Fixieren sowohl der diinnen,
planen Nasenschleimhaut als auch der relativ dicken, konkaven Kornea sowie das Arbeiten
unter identischen Versuchsbedingungen gestattete. Es konnte von einem fir die Kornea

etablierten Modell [12] ausgegangen werden.

Neben der gepufferten Arzneistofflésung sollten zwei entwickelte wasserkontinuierliche,
nicht-ionische Mikroemulsionen (ME) und ihre Einzelkomponenten als Tragerformulierungen
bei den Permeationsstudien im Vordergrund stehen. Dazu war die physikalisch-chemische
Charakterisierung dieser Systeme Voraussetzung. Dariiber hinaus war ein ME-System mit
einem kationischen Kotensid zu entwickeln, zu charakterisieren und in die Untersuchungen
einzubeziehen. Um auch den ,hydrophilen Permeationsweg“ zu testen, sollte parallel

Fluorescein-Na (FSC) als hydrophile Modellsubstanz einbezogen werden.

Da beide Membranen aufgrund ihres differenzierten Aufbaus ein unterschiedliches
Verteilungsverhalten des lipophilen AD zwischen Donatorlésung und Membran erwarten
lieBen und dartber hinaus eine beachtliche enzymatische Barriere darstellen [13, 14], sollten
in einem weiteren Versuchsblock die Penetrationsrate und parallel dazu der metabolische
Abbau, den AD wahrend des Membrandurchtritts erfahren kann, untersucht werden. Bei
diesen Experimenten waren der Einfluss der ME und ihrer Bestandteile auf das Verteilungs-

verhalten sowie auf eine Metabolisierung von besonderem Interesse.

Zur Charakterisierung der systemischen Verfligbarkeit von AD nach nasaler Applikation
waren im Anschluss an die Permeations- und Penetrationsversuche In-vivo-Studien an

Kaninchen durchzufihren.

Um schlieBlich die Verhaltnisse am Auge bzw. den mehrschichtigen Tranenfilm hinsichtlich
einer Applikation der ME-Systeme modellhaft zu simulieren, sollten biophysikalische Unter-
suchungen in einem Langmuir-Trog mit Meibom’schen Drilsensekret als Oberflachenfilm
durchgefiihrt werden, die Uber mdgliche Interaktionen der Formulierungen bzw. ihrer

Bestandteile mit der Tranenlipidschicht des Auges Auskunft geben sollten.
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3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

3.1 Anatomie und Physiologie des Auges

Die umgebende Hille des menschlichen Augapfels gliedert sich in drei Schichten: die
auRere, mittlere und innere Augenhaut. Abb. 1 zeigt einen Querschnitt durch das

menschliche Auge.

Ziliarkorper

Lederhaut
Vordere und hintere

Augenkammer
Aderhaut

Netzhaut

Kormmea

Iris

Sehnerv

Abb.1: Anatomie des menschlichen Auges; nach [26]

Die aufRere Augenhaut (Tunica externa) wird von der Lederhaut (Sklera) und Hornhaut
(Kornea) gebildet, wobei die Kornea einen starkeren Krimmungsradius aufweist und wie ein
Uhrglas in die Sklera eingelassen ist. Die mittlere Augenhaut besteht aus der Aderhaut
(Chorioidea), die im vorderen Abschnitt des Auges in den Ziliarkdrper (Corpus ciliare) und
die Regenbogenhaut (Iris), die das Sehloch (Pupille) umringt, Gbergeht. Der innere Teil der
Augenhtlle wird schlie8lich von der Netzhaut (Retina) und den Sinneszellen gebildet. Im
Augeninneren befindet sich direkt hinter der Iris die Linse, die Uber die Zonulafasern am
Ziliarkorper aufgehangt ist. Die Linse ist gefal3- und nervenfrei und kann ihre Form durch
Einwirken der Zonulafasern &ndern, verursacht durch Kontraktion bzw. Erschlaffen des

Ziliarmuskels, wodurch Nah- und Fernakkomodation bewerkstelligt werden.

Der hintere Teil des Augapfels ist mit dem gelartigen Glaskorper gefillt, der zu 98 — 99%

aus Wasser besteht, das an Proteoglykane gebunden ist. Zwischen Kornea und Iris bzw.
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zwischen lIris und Linse liegen die vordere und hintere Augenkammer, die mit dem
Kammerwasser gefillt sind. Das Kammerwasser wird ber das Epithel des Ziliarkbrpers in
die hintere Augenkammer abgesondert, flie3t durch die Pupille in die vordere Augenkammer
und von dort Uber die sogenannten Fontana’'schen R&aume in den ringférmigen
Schlemm’schen Kanal, der sich am Ubergang von Kornea zu Sklera im Kammerwinkel

befindet und mit dem Venensystem des Auges in Verbindung steht.

3.1.1 KORNEA

Da in dieser Arbeit verschiedene Untersuchungen zur okularen Verfiigbarkeit von Wirk-
stoffen anhand von kornealem Gewebe durchgefihrt wurden, wird auf diese Membran
gesondert eingegangen. Die Kornea ist mehrschichtig aufgebaut, in ihrer Gesamtheit aber
gefalfrei und durchsichtig. In Abb. 2 ist ein schematisierter Querschnitt durch die Kornea

gezeigt.

S
/ —_—

Endothel

Abb. 2: Schematischer Querschnitt durch die Kornea; nach [15]

Die auliere Schicht stellt das lipophile Epithel dar, das im Vergleich zu anderen Epithelien,
mit Ausnahme des Stratum corneum der Haut, relativ impermeabel ist [16] und eine Dicke
von ca. 50 um aufweist. Darunter liegt die Bowman-Membran, ein Monolayer zwischen
Epithel und Stroma. Der dominierende Teil der Kornea ist mit 90% das hydrophile Stroma.
Es weist eine Dicke von 400-450 um auf und besteht grof3tenteils aus Wasser in lamellen-
artig angeordneten Kollagenfibrillen. In Richtung vorderer Augenkammer folgen die Desce-

ment-Membran sowie das Endothel, beides einzellige Schichten. Das lipophile Endothel
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stellt eine eher schwache Barriere dar, die den Flissigkeits- und Stoffaustausch zwischen
Kammerwasser und Kornea ermdglicht und damit unter anderem die Versorgung der

gefalifreien Hornhaut gewahrleistet.

Zwei weit verbreitete Augenerkrankungen sind der Graue und der Grune Star. Der Graue
Star (Katarakt) bezeichnet eine durch Oxidationsprozesse verursachte Linsentribung, die
haufig einen Alterungsprozess darstellt. Man spricht in diesem Fall auch vom Altersstar. Der
Grine Star (Glaukom) entsteht durch ein Missverhaltnis von Bildung und Abfluss des
Kammerwassers und einem damit verbundenen pathologischen Anstieg des Augeninnen-
drucks. Fir ein ungehindertes AbflieBen ist eine Weitstellung des Kammerwinkels

erforderlich, die bei eng gestellter Pupille gewahrleistet wird.

Eine Therapie dieser oder auch einer Vielzahl anderer Augenerkrankungen kann im
gunstigsten Fall durch topische Applikation eines geeigneten Wirkstoffs erfolgen.
Arzneistoffe aus Augenarzneien gelangen zumeist durch Permeation der Kornea in das
Augeninnere [17]. Eine Permeation weiterer Barrieren des Auges, insbesondere der
Konjunktiva, kann aufgrund deren starker Durchblutung in héherem Mal3e zur systemischen
Resorption des Wirkstoffs fiihren, so dass mit Nebenwirkungen an anderen Zielorganen
gerechnet werden muss. Daruber hinaus ist zu beriicksichtigen, dass die Permeabilitéaten der
Konjunktiva und der Sklera aufgrund ihres im Vergleich zur Kornea einfacher strukturierten
Aufbaus sowie ihrer gréReren Porendurchmesser sowohl fiir lipophile als auch fur hydrophile
Substanzen deutlich héher liegen als fir die Kornea [18 - 20], wovon jedoch die intra-okulare

Arzneistoffkonzentration unbeeinflusst bleibt.

3.1.2 TRANENFILM

Der Tranenfilm tragt epithelseitig zur Ernahrung der Kornea mit Elektrolyten und Flissigkeit
bei und ist dariiber hinaus fur die Reinigung und Befeuchtung der Korneaoberflache verant-
wortlich. Erst durch den anhaftenden Tranenfilm erhalt die Kornea ihre glatte, glanzende
Oberflache. Ein intakter Tranenfilm ist fir die Funktionsabldaufe am Auge eine wichtige
Voraussetzung. Er Uberzieht alle ufl3eren Oberflachen des vorderen Augenabschnitts sowie
die Konjunktiva und besteht selbst aus einer Vielzahl von Komponenten in unterschiedlichen
Schichten.
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Direkt auf dem Kornea-Epithel liegt die Uber Mikrovilli und Glykokalix verankerte

Muzinschicht (Abb. 3). Entgegen friheren Vermutungen macht die Mukusschicht den

Grof3teil des Tranenfilms aus und bildet eine
gelartige, sehr stabile Struktur [21, 22]. Uber dem
Mukusgel liegt eine hydratisierende wassrige
Schicht, auf deren Oberflache eine Lipidschicht
schwimmt. Die Lipidschicht ist ebenfalls sehr
widerstandsfahig und hat vorwiegend die
Aufgabe, ein Verdunsten des Wassers aus dem
Tréanenfilm und ein Eindringen von Hautsebum in

das Auge zu verhindern [23].

Das Gesamtvolumen der Trénen betragt unge-
fahr 7 uyl, wovon 1 pl den prakornealen Tranen-
film bildet, 3 pl vor den Lidrandern aufstauen und
der Rest im Bindehautsack verteilt ist [24], der in
der Lage ist, ungefahr weitere 30 yl an Flissig-
keit aufzunehmen. Eine Durchmischung der
einzelnen Komponenten findet so gut wie nicht

statt [21], allerdings werden durch den in der

Lipidschicht

RN RN
RO I T
PR
RN
/-\/_\/\/ . .
X~  Wassige Schicht

§

Muzinschicht

Glykokalix

Mikrovilli
Epithel

Abb. 3:  Schematisierter Aufbau des
Tranenfilms; nach [21]

Regel alle 5 s stattfindenden Lidschlag Sekretion, Spreitung und Abfluss der Tranenflissig-

keit gefordert. Die normale Tranenproduktion betragt 1-2 pl/min [25]. In Tabelle 1 sind einige

physikalisch-chemische Kenngroéf3en des menschlichen Tranenfilms aufgefiihrt.

Tabelle 1: Physikalisch-chemische Parameter der Tranen

pH

Tonizitat [mOsmol/kg]
Viskositat [mPass]
Oberflachenspannung [mN/m]

Brechungsindex

7,1 - 7,5 [26]
286 — 304 [24]
~2[26]
43,6 — 46,6 [27]

1,336 — 1,357 [28]
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Die Bildung der einzelnen Komponenten erfolgt in den Gobletzellen sowie konjunktivalen und
kornealen Epithelzellen (Muzin), den Tranendriisen im auf3eren Augenwinkel (wassrige

Tréanenflissigkeit) und den Meibom’schen Driusen (Lipidschicht, vgl. Kap. 4.5.1).

Der Gesamtproteingehalt der Tranen betragt 5— 20 g/l und kann unterteilt werden in ein
anodisches Albumin, eine kathodische Lysozymfraktion und eine Zwischenfraktion aus
Lactoferrin und anderen Proteinen [13]. Die Proteine des Plasmas fehlen aufgrund der Blut-

Tranen-Schranke.

3.1.3 ENZYME

Im Tréanenfilm sowie in den unterschiedlichen Geweben des Auges befinden sich zahlreiche
Enzyme. In der Tréanenflussigkeit tritt neben Lactoferrin, sekretorischem Immunglobulin A
und Enzymen des Energiestoffwechsels das Lysozym in bemerkenswert hoher
Konzentration auf [29] und verhindert als bakteriostatisches Enzym ein Eindringen von
Bakterien in das Auge. In den verschiedenen Geweben des Auges finden sich Enzyme des
energieliefernden  Stoffwechsels sowie lysosomale Enzyme in unterschiedlichen
Konzentrationen, darunter zahlreiche Oxidoreduktasen, sowie Transferasen, Hydrolasen,
Lyasen und Isomerasen [13]. Wahrend das Kornea-Epithel, ebenso wie die Konjunktiva,
verhaltnismafiig hohe Enzymaktivitaten aufweist, liegen dagegen im Endothel beispielsweise
die Werte der NADPH-abhangigen Oxidoreduktasen bei wesentlich geringeren Aktivitaten.
Das Stroma enthalt aufgrund seiner Struktur und Polaritéat niedrigere Konzentrationen aller
Enzyme. Die hochsten Aktivitaten hinsichtlich eines enzymatischen Substanzumsatzes
zeigen der lIris-Ziliarkérper und die Iris, da diese intra-okularen Gewebe aufgrund einer
verhaltnismafiig guten Durchblutung bevorzugt mit Fremdsubstanzen aus dem Blut in
Beriihrung kommen [30]. Bei Applikation eines Arzneistoffs ist dessen moglicher Abbau bzw.
seine Inaktivierung durch entsprechende Enzyme wahrend seiner Membranpassage zu

bedenken.

3.2 Anatomie und Physiologie der Nase

Die Nase ist vertikal durch die Nasenscheidewand (Septum nasi) in zwei symmetrische
Halften geteilt und Uber die Nasenlécher (Nares) zur aufBeren Umgebung hin offen. Die
beiden Nasenhalften bzw. Nasenhohlen minden in den Rachenraum und sind Uber den

Kehlkopf mit der Luftrohre verbunden. Jede Nasenhohle kann in drei Teile untergliedert
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werden: den Nasenvorhof (Vestibulum nasi), die Geruchszone (Regio olfactoria) und die
Respirationszone (Regio respiratoria). Abb. 4 gibt einen Uberblick Uber die anatomischen

Verhéaltnisse der menschlichen Nase.
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Abb. 4. Anatomie der menschlichen Nase: A = Nasenvorhof, B = Atrium, C = Respirationszone
(c1-3 = Nasenmuscheln s.Text), D = Geruchszone; nach [32]

Der Nasenvorhof (A) beginnt an den Nasenlochern und mindet an der Vorhofschwelle,
auch inneres Nasenloch genannt, in das Atrium (B). An dieser Stelle geht die dul3ere Haut
allmahlich in das mehrreihige Flimmerepithel der Nasenhohle Uber. Mit einer Flache von
150 - 200 cmz Uberzieht die Respirationszone (C) annahernd die gesamte Nasenhdhle, mit
Ausnahme der Geruchszone (D), die jeweils in der Kuppel einer Nasenhohle lokalisiert ist,
und stellt damit die hauptséchliche Absorptionsflache fur Arzneistoffe dar. Die Geruchszone
nimmt beim Menschen mit 20 cm? eine verhaltnismaRig kleine Flache ein, was ein Vergleich

mit dem Hund deutlich macht, bei dem die olfaktorische Region etwa 170 cm2 misst [31].

Beide Nasenhohlen bilden jeweils seitlich drei Nasenmuscheln (c1 - 3) (Concha nasalis
superior, media, inferior), die aufgrund der Oberflachenerweiterung einen guten Kontakt der

inhalierten Luft mit der Nasenschleimhaut gewahrleisten.

3.2.1 NASENMUKOSA

Die Nasenschleimhaut belegt die Respirations- und Geruchszone und stellt ein mehrreihiges
Flimmerepithel dar, bestehend aus verschiedenen Zelltypen, die apikal durch Tight-junctions

verbunden sind. Das darunter anschlielende Bindegewebe (Lamina propria) enthalt ein
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dichtes Netzwerk von Nerven und Blutgefalien sowie serosale und mukosale Driisen, die zur
Epitheloberflache hin sezernieren. Abb. 5 zeigt einen Querschnitt durch die Nasen-
schleimhaut der Respirationszone mit allen vorhandenen Zelltypen sowie mit der dartber
liegenden Mukusschicht. Durch die Basalmembran wird das respiratorische Epithel vom
darunter anschlieBenden Bindegewebe getrennt. Die Nasenmukosa besteht aus zilienlosen

bzw. zilientragenden Epithelzellen sowie Becherzellen und Basalzellen.

Mukusschicht ———s oo

Zilientragende
Epithelzelle

Epithelzelle
mit Mikrovilli

~4——— Basalmembran

\
Becherzelle

Basalzelle

Abb.5: Querschnitt durch die Nasenschleimhaut; nach [32]

Die Basalzellen erreichen selbst nie die Epitheloberfliche und weisen die Fahigkeit auf, in
alle anderen Zelltypen zu differenzieren, weswegen sie auch als Ersatzzellen bezeichnet
werden. Die Becherzellen sind zu ca. 5 — 15% vorhanden und produzieren zusammen mit
den submukosalen Driusen die etwa 5 — 11 uym dicke Mukusschicht. Zilienlose Epithelzellen
reprasentieren ca. 70% des Epithels und besitzen an ihrer Oberflache etwa 300 — 400
Mikrovilli. Weitere 20% des Epithels bestehen aus Zellen, deren Oberflache ungefahr 200
Zilien aufweist, die mit einer Lange von 5 — 10 um und einem Durchmesser von 0,1 —0,3 pum
[32] durch koordiniertes, rhythmisches Schlagen die Mukusschicht mit einer Geschwindigkeit

von 2 — 25 mm/min [33] in Richtung des Rachenraums transportieren.

Dieser kontinuierliche Abtransport des Nasenmukus wird auch als mukoziliare Clearance
bezeichnet und stellt eine effektive Abwehrfunktion des Korpers gegen inhalierte Schadstoffe
dar. Der Nasenmukus besteht aus Wasser, l6slichen Proteinen und hochmolekularen Glyko-
proteinen, die in unterschiedlichen Anteilen eine untere Solschicht sowie eine darlber

liegende viskose Gelschicht bilden. Die Glykoproteine, auch Muzine genannt, sind verant-
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wortlich fur die Gelstruktur des Mukus und geben ihm seine viskoelastischen Eigenschaften,

die wiederum Einfluss nehmen kénnen auf die Arzneistoffabsorption.

3.2.2 ENZYME

Die Enzymaktivitat in der Nasenmukosa ist verhaltnismafig hoch und Ubersteigt in einzelnen
Fallen sogar die Werte der Leber. Aus diesem Grund spricht Sarkar [14] von einem
alternativen First-pass-Effekt, den nasal applizierte Substanzen durch einen enzymatischen
Metabolismus erfahren. Vor allem Enzyme des Cytochrom P-450-Systems zeigen beacht-
liche Aktivitaten. Weitere Phase I-Enzyme in der Nasenmukosa sind Monooxygenasen,
Aldehyddehydrogenasen, Epoxidhydrolasen, Carboxylesterasen und Carboanhydrasen.
Enzyme, die an Konjugationsreaktionen teilhaben (Phase II-Enzyme), scheinen geringere
Aktivitaten in der Nasenmukosa zu haben [34]. Aus dieser Gruppe nachgewiesen sind die

Glukuronyl-, Sulfat- und Glutathiontransferase [14].

Fur einige Peptide und Proteine, die nach oraler Gabe durch Peptidasen und Proteasen im
Gastrointestinaltrakt relativ schnell inaktiviert werden, kann die nasale Applikation eine
Alternative darstellen. Allerdings wurden auch in der Nasenmukosa Aminopeptidasen,
Diaminopeptidasen, Dipeptidasen, Serinproteinasen, Cysteinproteinasen und Metallo-
proteinasen nachgewiesen [32]. Diese Enzyme sind sowohl an der Oberflache der Mukosa
als auch in den Epithelzellen vorhanden, wobei die Aminopeptidase-Aktivitdt vorherrschend

ist [6], und in der Lage, nasal applizierte Peptide bzw. Proteine zu metabolisieren.

3.3 Auge und Nase als Applikationsorgane fur Arzneistoffe

Die beiden Sinnesorgane Auge und Nase liegen in unmittelbarer Nachbarschaft und stehen
uber den Tranen-Nasen-Kanal miteinander in Verbindung. Ublicherweise werden
Arzneimittel an beiden Organen flr eine lokale Therapie eingesetzt. Der einfach zu
bewerkstelligende und weitgehend schmerzfreie Zugang zur Augenoberflache bzw. der
Nasenhohle bietet aber auch ideale Voraussetzungen fir die Applikation systemisch
wirkender Substanzen, vor allem bei wiederholten Anwendungen. Darliber hinaus gestattet
dieser alternative Applikationsweg die Umgehung des First-Pass-Effekts und ermdglicht
aufgrund guter kapillarer Durchblutung, insbesondere der Nasenschleimhaut, eine schnelle

Resorption. Unter dem Gesichtspunkt der Absorption von Arzneistoffen weisen beide Organe
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jedoch unterschiedliche anatomische und physiologische Voraussetzungen bzw. Bedin-

gungen auf (Tabelle 2).

Tabelle 2: Gegenilberstellung der Absorptionsvoraussetzungen von Auge und Nase

Auge Nase

Physiologie und Eigenschaften der Membranen

Differenzierte Absorptionsbarrieren:
Kornea, Sklera und Konjunktiva mit sehr
unterschiedlichen Permeabilitdten

Keine BlutgeféalRe in der Kornea;
systemische Resorption tUber Sklera,
Konjunktiva oder nach Permeation der
Kornea durch innenliegende
Augenorgane (v.a. Iris-Ziliarkérper) und
das Kammerwasser

Vergleichsweise kleine Absorptionsflache

Appliziertes Arzneimittel 1auft sehr schnell
Uber Tranen-Nasen-Kanal in die Nase (O
systemischer Weg) und/oder tber den
Lidrand auf die Wangen (O Verlust) ab

Einflussnahme der Sekrete

Tranenfluss kann bei Reiz (vgl. Tabelle 3)
deutlich gesteigert werden

Verabreichtes Volumen einer
Formulierung steht in der Regel in
deutlichem Uberschuss zur vorhandenen
Trdnenmenge

Gesamte Absorptionsflache mit nahezu
einheitlicher Permeabilitat

Enger Kontakt zu dichtem Kapillarnetz:
dadurch schneller Abtransport der
permeierten Substanz

a-Rezeptoren steuern Blutfluss:
beeinflussbar durch Umgebungsfaktoren,
wie Luftfeuchtigkeit und Temperatur,
sowie durch psychologische Faktoren [35]

Applizierter Arzneistoff kann tber a-
Rezeptoren seine eigene systemische
Resorption beeinflussen (Bsp.
a-Mimetika)

Direkter Zugang zum ZNS Uber
olfaktorisches System [36, 37]

Relativ groRe Absorptionsflache

Uberschiissiges Arzneimittel wird in den
Rachenraum transportiert und
verschluckt; max. Applikation = 150 pl

Im Verhaltnis zur Flache weniger Sekret
vorhanden als am Auge

Krankhafte Veranderungen des
Sekretflusses (z.B. Steigerung um das
10fache bei Rhinitis) beeinflussen
Absorption
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(Fortsetzung Tabelle 2)

Schutzfunktionen der Organe

Reflexartiger Lidschlag, der in der Regel - Mukoziliare Clearance, die durch Arznei-
nicht beeinflusst wird durch Arzneistoffe oder Hilfsstoffe relativ stark beeinflusst
oder Grundlagen werden kann

Enzymbarriere
Lysozym-Konzentration im Tranenfilm - Sehr hohe Enzymaktivitaten sowohl im
hoher als in jeder anderen Korper- Mukus als auch im Epithel
flissigkeit . Durch Mengen- und Flachenverhaltnisse
Enzymaktivitdten im Gewebe vorhanden, geringerer bzw. schneller abgeséttigter
aber nicht bemerkenswert hoch enzymatischer Umsatz als im Gastro-

Intestinal-Trakt

Arzneizubereitungen sollten fiir beide Organe madglichst reizfrei und an die physiologischen
Bedingungen von Tonizitat und pH-Wert angeglichen sein. Vor allem am Auge bewirkt eine
Unvertraglichkeit zusatzlichen, starken Tréanenfluss, der den Arzneistoff ausschwemmt,
bevor seine Resorption erfolgen kann. Mit Hilfe von Rezepturoptimierungen lasst sich die
Verweildauer einer applizierten Substanz modifizieren und damit die Bioverfugbarkeit sowohl
nach okularer als auch nach nasaler Gabe verbessern. Alternativen hierfir sind
beispielsweise 6lige bzw. mehrphasige Grundlagen oder Viskositatserhoher, wie Cellulose-
derivate, Hyaluronsaure oder Polyvinylalkohol und Polyvinylpyrrolidon. Darliber hinaus
eignen sich Tragersysteme, wie Liposomen, Nanopartikeln, Submikronemulsionen [38] oder
Inserte [39] zur Steuerung der Arzneistofffreisetzung und gezielten Arzneistoffabsorption.
Eine Auflistung modifizierter nasaler Zubereitungen haben Behl et al. [35] in einem Uber-
sichtsartikel vero6ffentlicht. Beispiele fiir die okulare Verwendung solcher spezialisierter

Systeme sind in einem Buchbeitrag von Keipert [40] zusammengestellt worden.

Der Einfluss physikalisch-chemischer Formulierungsparameter auf die Permeabilitat von

Kornea und Mukosa ist in Tabelle 3 gegeniibergestellt.

Um die systemische Arzneistoffresorption zu verbessern, kbnnen sogenannte Enhancer, wie
z.B. Dimethylsulfoxid, Tenside, Alkohole, Chelat-Bildner, &therische Ole, Gallensauresalze
oder auch einige CD, eingesetzt werden, die auf unterschiedliche Weise die Absorption der
Wirksubstanz beeinflussen [41, 42].
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Tabelle 3: Einfluss von Formulierungsparametern auf die Absorption von Arzneistoffen
nach okularer und nasaler Applikation

Auge Nase

pH-Wert

Physiologischer pH-Bereich der Tranen-
flussigkeit: 6,5 — 7,6

Toleranz durch das Tranen-Puffer-System -

im Bereich von pH 5,5 -9,7

Unphysiologische pH-Werte haben
starken Tranenfluss und u.U.
Membranschadigung zur Folge

Nicht-ionisierbare Arzneistoffe haben
Absorptionsmaximum bei
physiologischem pH [27]

Fir ionisierbare Substanzen kann die
Absorptionserhéhung bei Vorliegen der
undissoziierten Form trotz Reizung
erheblich sein

Tonizitat

Physiologischer Bereich fiir die
Tranenflissigkeit: 286 - 304 mOsmol/kg

Schmerzfreier Bereich:
225 - 430 mOsmol/kg

Anderungen der Tonizitat haben Absinken
des Membranwiderstands zur Folge [
Einfluss auf parazellular permeierende
Substanzen [44]

Verteilungskoeffizient

Durch wechselschichtigen Aufbau der
Kornea parabolischer Zusammenhang
zwischen VK und P [47]

VKo Optimum von 100 - 1000

Physiologischer pH-Bereich des Mukus:
55-6,5

pH-Werte < 3 bewirken histologische
Veranderungen des Gewebes [35]

Einfluss des pH-Werts auf die
Zilientatigkeit

Einfluss des pH-Werts auf die Enzym-
aktivitat (nachgewiesen fur 17b-HSD [43])

Bessere Permeabilitat fiir hydrophile
Substanzen bei geringeren pH-Werten
durch Hydratation des Gewebes [27]

Physiologischer Bereich: 280 -
300 mosmol/kg (entspricht Isotonie)

Hypertone Lésungen bewirken Anstieg
der Arzneistoff-Absorption durch
Wasserentzug des Epithels [27, 45]

Permeabilitdtsanstieg fur hydrophile
Arzneistoffe auch durch hypotone
Lésungen aufgrund einer Schwellung der
Membran [46]

Membran besitzt hauptséchlich lipophilen
Charakter

Steigende Permeabilitat mit zunehmender
Arzneistoff-Lipophilie

Gegenuber anderen Mukosae aber auch
fur hydrophile Substanzen gut permeabel
[48]
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(Fortsetzung Tabelle 3)

TeilchengréfRe

PorengroRe Kornea-Epithel 2,0 nm [19] - Porengréf3e 0,4 — 0,8 nm [32]
Porengrof3e Konjunktiva-Epithel 3,0 — - MolekilgroéRe und Permeation verhalten
4,9 nm [19] sich umgekehrt proportional [6]

Permeation durch Poren im kornealen
Epithel nur mdglich fur Molekile mit
einem Gewicht unterhalb 500 g/Mol [19]

Limitierende MolekulgroRRe fir eine
Permeation durch die Gesamt-Kornea
liegt zwischen 182 und 5000 g/Mol [20]

Beispielsweise kann die Membranfluiditdt erhoht (z.B. Natriumlaurylsulfat, Benzalkonium-
chlorid), die Viskositat der Mukusschicht erniedrigt (z.B. Gallensauresalze) oder der Verband
der Tight-junctions gelockert werden (z.B. EDTA, manche CD). Weiterhin lasst sich die
Arzneistoffresorption durch Steigerung der Durchblutung (z.B. Ethanol) oder Inhibierung der
enzymatischen Aktivitdt (z.B. Bacitracin oder Boroleucin als Peptidase-Inhibitoren)
verbessern. Interessant ist der Einsatz von Enhancern vor allem dann, wenn der Durchtritt
durch die Membran den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir die Resorption eines
Wirkstoffs darstellt.
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3.4 Verwendete Wirkstoffe

3.4.1 ANDROSTENDION UND TESTOSTERON

4-Androsten-3,17-dion  (Androstendion, AD) bildet die physiologische Vorstufe des
Testosteron (TST) und gehért damit zur Gruppe der Androgene. Die Strukturen beider
Substanzen sind in Abb. 6 bzw. Abb. 7 dargestellt. AD besitzt eine rel. Molmasse von 286,42
und einen Schmelzbereich von 173 — 174 °C [49]. Die rel. Molmasse von TST betragt 288,4,
und der Schmelzbereich dieser Substanz liegt bei 152 - 157 °C [1]. Beide Wirkstoffe sind
I6slich in Ethanol, Methanol und Aceton, zeigen jedoch eine sehr schlechte Wasserloslichkeit
(fir AD vgl. Kap. 4.1.4.2).

Abb. 6: 4-Androsten-3,17-dion (Androstendion, AD)

Die physiologischen und pharmakologischen Wirkungen der Androgene lassen sich einteilen
in sexualspezifische, wie die Funktion der Geschlechtsdriisen, Reifung der Samenzellen und
die Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale beim Mann, sowie in sexualunspezi-
fische, wie eine proteinanabole Wirkung, ein Einfluss auf Knochenreifung und Langen-
wachstum und auf die Funktion der Talgdrisen. Die tagliche Testosteronproduktion beim
Mann betragt ca. 7 mg und ruft eine Serumkonzentration von 3-10 ug/l hervor [50], wobei
das Hormon im Blut zu 98% an das Transporthormon SHBG (Sexualhormon-bindendes

Globulin) gebunden ist.

Therapeutische Anwendung finden Androgene beim Mann beispielsweise in der Substitu-
tionstherapie bei Androgenmangel durch Hypogonadismus oder im ,Climacterium virile* [11].
Weiterhin sind ein Unterdriicken tbermaRigen Langenwachstums bei Knaben, sowie eine

Stimulierung der Spermatogenese durch Erzielen eines Rebound-Effektes nach hoch-
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dosierten Hormongaben mdoglich. Bei Frauen werden Androgene bei inoperablem Mamma-
karzinom eingesetzt. Ein weiteres potentielles Indikationsgebiet stellt neuerdings das
Symptom des Trockenen Auges dar, wobei eine lokale Hormongabe sowohl die Tranen- als
auch die Meibom-Driisen in ihrer Funktion regulieren und somit den Tranenfilm stabilisieren
soll [9, 10].

Abb.7: 17b-Hydroxy-4-androsten-3-on (Testosteron, TST)

Durch die ungentigende Resorption des TST nach oraler Gabe muss eine Verabreichung auf
alternativen Applikationswegen bzw. mittels modifizierter Arzneiformen oder als TST-Derivat
erfolgen. Dabei ist man bemdiht, einen Ersatz fiur die unkomfortable Injektion zu finden.
Durch eine Veresterung von C17 oder eine Methylierung von C1 ist es gelungen, die orale
Verfugbarkeit der Substanz zu verbessern. Eine galenische Alternative stellen Transdermale
Therapeutische Systeme dar [51], die allerdings im Gegensatz zu den Hormonpflastern fir
die Frau wesentlich hohere Dosen freisetzen mussen. Aus diesem Grund wurde ein
Handelsprodukt (Testoderm® Fa. Ferring Arzneimittel GmbH, Wittland) entwickelt, das
15mg TST enthédlt und auf der Skrotalhaut angewendet wird, da diese besonders gut
durchblutet ist und kein ausgepragtes Stratum corneum aufweist, wodurch eine gute
Resorption des Hormons erfolgt. Ein weiteres Praparat stellt das Androderm® (12,2 mg TST)
dar, das aufgrund eines beigefligten Enhancers (vgl. Kap. 3.3) auch auf nicht-skrotaler Haut

angewendet werden kann, aber haufiger Hautreizungen auslost [51].

3.4.2 FLUORESCEIN

Fluorescein ist ein Farbstoff und wird meist als wasserlgsliches Natrium-Salz (2-(6-Hydroxy-

3-o0x0-3H-xanthen-9-yl)dinatriumbenzoat, FSC) eingesetzt. Abb. 8 zeigt seine Struktur. Die
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Substanz ist leicht I6slich in Wasser, wenig |6slich in Ethanol und besitzt eine rel. Molekiil-

masse von 376,3.

OONa

\
HO O O

Abb. 8: 2-(6-Hydroxy-3-ox0-3H-xanthen-9-yl)benzoeséure, Dinatriumsalz
(Fluorescein-Na, FSC)

In der Augenheilkunde findet FSC in einer Konzentration von 2% als Diagnostikum zur
Detektion kornealer Lasionen Anwendung. Durch die Anfarbung der Augenoberflache kann
bei darauffolgender Betrachtung durch die Spaltlampe die Korneaoberflache untersucht
werden. Die Substanz zeigt auch in starkster Verdunnung (1: ~40 Mio.) eine gelbgriine

Fluoreszenz, die allerdings bei niedrigen pH-Werten verschwindet.

FSC wird in Permeationsstudien als Markersubstanz eingesetzt, um die Membranintegritat
zu Uberprifen [52] oder, beispielsweise als Isothiocyanat in Verbindung mit Dextran, die

Porengrof3e einer Membran zu bestimmen [53, 54].

3.5 Verwendete Hilfsstoffe

Da in den nachfolgenden Untersuchungen Interaktionen zwischen den untersuchten
Wirkstoffen und den Einzelkomponenten der getesteten bzw. entwickelten ME von Relevanz
sein werden, sollen die verwendeten Hilfsstoffe in diesem Kapitel kurz charakterisiert

werden.

3.5.1 CREMOPHOR®EL

Cremophor®EL (CrEL) stellt ein Tensid mit einem HLB-Wert von 13 dar, dessen Grundkérper
Glycerol mit drei Macrogolketten (n = 35) verethert ist, die wiederum jeweils endstandig mit

Ricinolsaure verestert sind. Daneben enthalt das Produkt freies Macrogol, Glycerol-
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Macrogol-Ether und Macrogolricinoleat. CrEL besitzt eine rel. molare Masse von 1630, eine
Dichte von 1,05 — 1,06 g/ml und eine Viskositat von 700 — 850 mPass. Der pH-Wert einer
10%igen wassrigen Ldsung betragt 6 — 8. Oberhalb von 26 °C ist CrEL klar, bei niedrigeren
Temperaturen lassen ungeldste Bestandteile die Substanz triib erscheinen. Laut Hersteller-
angaben [55] zeigt das Tensid gute Schleimhautvertraglichkeit, und am Kaninchenauge
werden 20 — 30%ige wassrige Losungen reizlos vertragen. CrEL ist weitgehend bestandig

gegen Elektrolyte und tbersteht eine 30minuitige Sterilisation im Autoklaven.

3.5.2 PROPYLENGLYKOL

Propylenglykol (PG) findet pharmazeutische Verwendung als Lo&sungsvermittler und
Resorptionsforderer. Die Substanz ist mit Wasser, Ethanol und vielen atherischen Olen
mischbar und besitzt eine rel. Molmasse von 76,09. Weitere Kennzahlen stellen die Dichte
mit 1,0364 g/ml, die Viskositat mit 56 mPaes und ein Siedebereich von 186 — 188 °C dar [26].
Fur unverdinntes PG wird eine schwache Reizung am Kaninchenauge beschrieben. Die
Substanz weist antimikrobielle Wirksamkeit auf, die in Konzentrationen oberhalb 5% der des

Glycerols deutlich Uberlegen ist.

3.5.3 ISOPROPYLMYRISTAT

Als Fettkomponente in den ME (vgl. Kap. 4.1.2) wurde Isopropylmyristat (IPM) ausgewahlt.
Dieser Fettsaureester ist mit Pflanzen- und Mineralblen mischbar und wird haufig als
Spreitungsmittel und Penetrationsforderer in Salbenrezepturen genutzt. Die Dichte von IPM
betragt 0,851 — 0,856 g/ml und seine rel. Molekilmasse 270,4. Bei Raumtemperatur bildet

IPM eine klare, farblose, 6lige Flissigkeit mit einer Viskositat von 5 - 6 mPaes.

3.5.4 CYCLODEXTRINE

Cyclodextrine (CD) sind zyklische Oligosaccharide, von denen die bekanntesten aus sechs
(a-CD), sieben (b-CD) oder acht (gCD) ringférmig angeordneten Glukoseeinheiten
aufgebaut sind. Die Molekiile besitzen die Form eines Kegelstumpfs mit Auf3endurch-
messern von 1,4 — 1,7 nm. Die innere Kavitat hat einen Durchmesser von 0,6 —=1,0 nm und
weist einen hydrophoben Charakter auf, wahrend das Molekul insgesamt hydrophil und
damit zumeist sehr gut wasserldslich ist. Aufgrund dieser Struktur kénnen lipophile

Substanzen teilweise oder ganz in die CD-Kavitat eingeschlossen werden und dadurch
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beispielsweise eine ausreichende Wasserldslichkeit gewinnen [56]. Durch Substitution der
OH-Gruppen an der Molekllauf3enseite lassen sich der Charakter und die Eigenschaften des

CD-Molekdls in weiten Grenzen variieren.

Die Inklusion einer Substanz erfolgt bevorzugt aufgrund hydrophober Wechselwirkungen - es
werden keine kovalenten Bindungen gebildet; Komplexbildung und -dissoziation unterliegen
einem dynamischen Gleichgewicht, das von der jeweiligen Komplexstabilitdtskonstanten
(vgl. Kap. 4.1.4.3) beeinflusst wird. Die Einschlisse kdnnen in unterschiedlichen
Verhéltnissen gebildet werden, die von der rdumlichen Struktur und GréRe des jeweiligen
Gastmolekiils bzw. vom Durchmesser und Charakter der CD-Kavitat abhangig sind. Fir die
Qualitat des Komplexes spielt weiterhin der Polaritdtscharakter des zu inkludierenden
Molekiils oder Molekiilteils eine wesentliche Rolle. Ubliche Komplexverhaltnisse sind 1:1, 1:2
oder auch 3:2 [91].

Neben der bereits erwahnten Verbesserung der Wasserloslichkeit und einer damit
einhergehenden Erh6hung der Arzneistoffkonzentration kann die Komplexbildung eines
Wirkstoffs mit einem CD weitere Vorteile bringen, wie z.B. Verbesserung der chemischen
oder physikalischen Stabilitdt, Schutz vor Wechselwirkungen mit inkompatiblen Rezeptur-
komponenten oder auch Kaschierung von schlechtem Geruch oder Geschmack einer
Substanz. Dabei bewirkt jedoch die Inklusion keine chemischen oder physikalischen

Veranderungen an dem Gastmolekil selbst.

Einen breiten Uberblick liber die okulare sowie nasale Anwendung von substituierten CD
geben Rajewski und Stella [57]. Dabei wird fir CD, besonders bei okularer Anwendung,
neben l6slichkeitsverbessernden Eigenschaften auch eine Funktion als Carrier, der den
lipophilen Arzneistoff durch die hydrophile Muzinschicht zur Epitheloberflache der Kornea
transportiert [16], beschrieben. Voraussetzung ist, dass die Dissoziation des CD/Wirkstoff-
Komplexes schneller erfolgt als seine Elimination von der Augenoberflache. Um dies zu

gewahrleisten, kann zusatzlich die Viskositat der Zubereitung erhdht werden [16].

Merkus et al. [58] fiihren in ihrem Ubersichtsartikel eine Reihe von Beispielen an, in denen
der Zusatz eines CDs die nasale Bioverfligbarkeit einer Substanz positiv beeinflusst oder
Uberhaupt erst ermdglicht. Zu diesen Beispielen zahlen u.a. Estradiol/Dimethyl-b-CD,
Morphin/Dimethyl-b-CD, Dihydroergotaminmesylat/tRAMEB (randomly methylated b-
cyclodextrin), sowie Komplexe der hydrophilen Substanzen Buserelin/Dimethyl-b-CD,
Calcitonin/methyliertes b-CD und Insulin/Dimethyl-b-CD. Die Toxizitdt der genannten

applizierten CD wird insgesamt als vergleichsweise gering bewertet.
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Die in dieser Arbeit verwendeten CD-Derivate sind das Hydroxypropyl-gCD (HP-gCD,
M, = 1355, mittlerer molarer Substitutionsgrad: 0,6) sowie das kationisch substituierte
2-Hydroxy-3-trimethylammonio-propyl-b-CD (HTAP-b-CD, M, = 1670, mittlerer molarer
Substitutionsgrad: nicht angegeben). Beide CD-Derivate weisen eine sehr gute Wasser-
l6slichkeit (HP-g-CD = 80 g/100 ml und HTAP-b-CD = 50 g/100 ml, jeweils bei 25 °C) auf.

Fur HP-g-CD liegen Untersuchungen lber die Hamolytische Aktivitat [59], die Fahigkeit zur
Bindung von Cholesterol [59] und Uber histologische Veranderungen an Schleimhaut [74]
vor, die alle auf eine gute physiologische Vertraglichkeit schlielen lassen. Bei einer
topischen Applikation am Auge wird HP-g-CD als sicher erachtet [16]. Das unsubstituierte

g-CD zeigte jedoch in vitro in einer 5%igen Losung geringe ziliostatische Effekte [59].

Uber HTAP-b-CD liegen weniger Informationen vor. Loftsson und Brewster [60] beschreiben
gute Ldsungseigenschaften fir HTAP-b-CD vor allem flir saure Substanzen, die als Anion
vorliegen kdnnen. Fir das Hydroxypropyl-Derivat des b-CDs weist die Literatur eine Reihe
von Untersuchungen auf, die insgesamt eine gute Vertraglichkeit bei nasaler oder okularer
[16, 58, 61, 106] sowie dermaler [62, 63] Anwendung bestatigen.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Mikroemulsionssysteme

4.1.1 ALLGEMEINES

Als ,Mikroemulsion* (ME) werden tensidhaltige Mehrkomponentensysteme bezeichnet, die
thermodynamisch stabil und transparent bis leicht opaleszierend sind. Diese Systeme sind
zusammengesetzt aus einer wassrigen und einer 6ligen Komponente sowie einem Tensid
und in der Regel einem Kotensid, dessen Aufgabe es ist, die Grenzflachenfluiditat durch
Stérung und damit Auflockerung des Tensidfilms zu erhdéhen [64]. Je nach Komposition

kénnen wasser-, 6l- oder bikontinuierliche Systeme entstehen.

Uber den genauen Aufbau dieser Systeme gibt es unterschiedliche Ansichten, und den
zahlreichen, verschiedenartig zusammengesetzten Formulierungen liegen differenzierte
Strukturen zugrunde. Bevorzugt ist eine ME als Ldsung aller Komponenten ineinander zu
beschreiben, deren Molekile sich sehr rasch bewegen und in einem dynamischen
Gleichgewicht stehen mit strukturierten Mikrobereichen [65 - 67]. Andere Strukturvorstel-
lungen gehen von einem mizellaren Aufbau aus, wobei die Molekile der in Mizellen
eingeschlossenen Phase relativ frei beweglich sind. Man spricht in diesem Fall von
.geschwollenen Mizellen“. Als weiteres Modell fir den Aufbau einer ME sei hier die
Vorstellung einer bikontinuierlichen Struktur genannt. In diesem Fall sind Wasser- und
Olphase, haufig bei annahernd gleichen Volumenfraktionen, schwammartig ineinander

verteilt und durch einen flexiblen Tensidfilm voneinander getrennt [67].

ME konnen sehr vielseitig eingesetzt werden und als Darreichungsform Vorteile fir die
Verabreichung von Arzneistoffen auf unterschiedlichen Applikationswegen bieten. Beispiels-
weise kann bei topischer Anwendung einer ME eine erhohte Penetration eines
eingearbeiteten Arzneistoffs erreicht werden [66], da die Formulierung aufgrund geringer
Grenzflachenspannungen relativ schnell in das Stratum corneum der Haut gelangt. Aufgrund
der besonderen ME-Strukturen wird auf diese Weise der eingearbeitete Wirkstoff in relativ

kurzer Zeit im Stratum corneum verteilt.

Als Beispiel eines Fertigarzneimittels auf ME-Basis sei das Sandimmun® Optoral genannt,

das allerdings peroral verabreicht wird. Hier soll die schlechte Bioverfugbarkeit des
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Wirkstoffs Ciclosporin durch die Verabreichung einer Ciclosporin-ME in einer Weichgelatine-

kapsel verbessert werden.

Vielversprechend scheint auch die okulare Applikation von ME in wirkstofffreier oder -haltiger
Form zu sein [68 - 71]. Durch den lipophilen Anteil in der Zubereitung ist einerseits eine
erhohte Verweildauer auf der Kornea des Auges zu erwarten im Gegensatz zu rein
wassrigen Systemen, andererseits wird der physiologische hydrophil-lipophile Aufbau des
Tranenfilms unterstitzt. Dartber hinaus bietet eine Trager-ME ein hinreichendes Ldsungs-
vermdgen fur lipophile Wirkstoffe, die ansonsten in einem rein lipophilen Trager, einer
Makroemulsion oder als Suspension verabreicht werden mussten. Der gravierende Nachteil
oliger oder dlhaltiger Zubereitungen am Auge ist die mdgliche Sichtbehinderung, die zumeist
nur eine Applikation zur Nacht erlaubt. Da ME transparent und niedrig-viskos sind, sollten sie
das Sehvermdgen jedoch in weit geringerem MaRe als herkémmliche Formulierungen

einschréanken.

Fur die Entwicklung einer nasalen Arzneiform sollte Beachtung finden, dass eine homogene,
versprihbare Zubereitung entsteht, die sich mit einem handelsiblichen Zerstauber dosieren
lasst. Das setzt eine moglichst niedrig-viskose Formulierung voraus. ME-Formulierungen
zeigen neben einer geringen Viskositat aufgrund ihres ,mehrphasigen” Aufbaus oft sehr gute
Ldsungseigenschaften fir die einzuarbeitenden Wirkstoffe sowie eine gute Wassermisch-
barkeit. Diese drei Kriterien, Applizierbarkeit durch einen Zerstauber, gute Ldsungseigen-
schaften fiur den Wirkstoff und einen Wasseranteil Uber 10%, legten Li et al. [72] bei der

Entwicklung ihrer ME-Grundlagen zur nasalen Anwendung zu Grunde.

4.1.2 ZUSAMMENSETZUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei ME-Systeme untersucht, von denen zwei bereits friiher
in der Arbeitsgruppe entwickelt [73, 74] und teilweise charakterisiert wurden. Die Zusammen-

setzung der Systeme ist Tabelle 4 zu entnehmen.

Alle drei Systeme sind mischbar mit Wasser und enthalten als lipophile Komponente 5% IPM
sowie als Tensid das CrEL. Die Zubereitungen unterscheiden sich qualitativ durch die

enthaltenen Kotenside:

Durch Zugabe von 9% PG entstand die Formulierung ME-PG, die von Hal3e [73] mit einer
etwas niedrigeren PG-Konzentration (5%) als potentielles ophthalmologisches Tragersystem
entwickelt und charakterisiert wurde. Das System ME-CD enthalt HP-g-CD und wurde von

Berndt [74] im Rahmen seiner Dissertation als mogliches Tragersystem zur nasalen
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Verabreichung von AD konzipiert. Die Kombination einer ME mit einem CD (b-CD bzw.
-Derivate) wurde auch von Dalmora et al. [75, 76] sowie Maldonado und Lawrence [77]
untersucht, wobei allerdings in deren Studien das CD der ME zusatzlich hinzugefiigt wurde

und nicht an deren Bildung im Sinne eines Kotensids beteiligt war.

Tabelle 4: Prozentuale Zusammensetzung [g/g] der Mikroemulsionen

Bestandteile ME-PG ME-CD ME-ION
Isopropylmyristat 5 5 5
Cremophor® EL 20 20 15
Propylenglykol 9 - -
HP-g-CD - 9 -
HTAP-b-CD - - 9
Wasser 66 66 71

Aus der Literatur ist eine Wechselwirkung zwischen kationischen Substanzen und
Epithelzellen bekannt [78, 79]. Benita [80] beschreibt elektrochemische Wechselwirkungen
zwischen einer positiv-geladenen Submikronemulsion und dem Kornea-Epithel von Ratten
sowie Radikalfanger-Eigenschaften dieser Zubereitung. Klang et al. [81] berichten von einer
Verbesserung der Befeuchtung der Augenoberflache durch eine positiv geladene Submi-
kronemulsion. Da diese Eigenschaft fiir eine okulare Anwendung beim ,Trockenen Auge“
vorteilhaft sein kann, wurde in der vorliegenden Arbeit durch Austausch von HP-g-CD gegen
das kationische CD HTAP-b-CD eine quantitativ geringfligig variierte ME mit ionischem
Charakter formuliert (ME-ION).

Die Herstellung und Beschreibung der untersuchten ME ist im Kap. 5.2.2 beschrieben. Alle
Systeme waren transparent und bildeten sich spontan nach Mischen der Komponenten. Um
den Charakter und das Mischungsverhalten der ME zu beschreiben, wurden alle drei
Zubereitungen mit eingearbeitetem Arzneistoff (AD) nach Vermischen mit einer wassrigen
Methylenblau-Lésung makro- und mikroskopisch betrachtet (s. Kap. 5.2.3). Sie zeigten eine
spontane und einheitliche Anfarbung. Ein @hnlich gutes Mischverhalten ergab sich fiir eine
lipophile Oil-Red-0-Lésung in IPM, allerdings waren anfangs rote Schlieren und Troépfchen

der Farbstofflésung erkennbar, die erst nach mechanischer Durchmischung verschwanden.
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Alle drei Systeme sind demnach als wasserkontinuierliche ME zu klassifizieren. Sie sind in
der Lage, sowohl hydrophile als auch lipophile Zusatze aufzunehmen, ohne in mehrere

Phasen zu brechen.

Daruber hinaus wurden alle drei Systeme durch ein Polarisationsmikroskop betrachtet. Alle
Praparate waren klar und von gleichbleibender Helligkeit und Farbe, was das Vorliegen von

optisch isotropen Mikroemulsionsstrukturen unterstreicht.

Die Formulierungen ohne Zusatz von Kotensid (Grundmischungen, GM) waren unmittelbar
nach der Herstellung ebenfalls homogen und klar. Allerdings zeigte sich nach 24stlindiger
Lagerung (bei RT) eine leichte Opaleszenz, die sich nach weiteren 24 Stunden verstarkte
und in eine deutliche Tribung Uberging. Eine Zugabe von Kotensid ist daher fiir die Stabilitat

der Formulierungen erforderlich.

Im Folgenden wurden die physikalisch-chemischen Parameter bestimmt sowie Stabilitats-
und Strukturuntersuchungen durchgefiihrt. Dartiber hinaus wurde die Inkorporierbarkeit des
Wirkstoffs AD in die einzelnen Formulierungen untersucht. Fur die Zubereitung ME-PG kann
zusatzlich auf die Untersuchungen von Hal3e [73] verwiesen werden, deren System ME4 als
Basis fur ME-PG diente und lediglich im PG-Gehalt reduziert ist (5: 9%, s. oben!). Die
Strukturuntersuchungen von HaRRe [73] an ihrem System ME4 ergaben das Vorliegen von

typischen ME-Strukturen wie gequollenen Mizellen und Mizellaggregaten.

Stabilitat

Die physikalische Stabilitat von ME-CD bzw. ME-ION wurde nach Lagerung bei drei
verschiedenen Temperaturbereichen durch visuelle Betrachtung beurteilt. Dazu wurden die
Zubereitungen autoklaviert (121 °C, 2¢10° Pa, 15 min), wonach sich bei beiden Systemen
keine sichtbaren Veranderungen zeigten. Jeweils sechs autoklavierte Proben wurden bei
Raumtemperatur (20 bis 25 °C), im Kuhlschrank (2 bis 8 °C) bzw. im Gefrierschrank (-15 bis
-18 °C) gelagert. Nach zunachst einwochigen und dann jeweils vierwochigen Zeitabstanden

wurde das Aussehen der Proben begutachtet.

Dabei zeigten die bei 2 - 8 °C geklhlten ME-CD-Proben nach sechs Wochen eine erste
leichte Tribung, die bei Temperierung auf Raumtemperatur (RT) verschwand; nach 18
Wochen waren sie milchig-weil3 und blieben auch nach Temperierung auf RT opaque-trib.
Drei der eingefrorenen Proben waren nach 18 Wochen unveréandert klar, wahrend die
restlichen leicht opaque-trib erschienen. Die durchgehend bei RT gelagerten Proben

erschienen dagegen alle auch nach 18wéchiger Lagerung vollkommen Klar.
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Im Falle von ME-ION zeigten die bei den niedrigen Temperaturbereichen gelagerten Proben
nach kirzeren Lagerzeiten als bei ME-CD erste Trlbungen: die eingefrorenen Proben
erschienen bereits nach einer Woche leicht opaleszierend und waren nach sechs Wochen
alle milchig-weil3 (jeweils nach Temperierung auf RT); die Proben aus dem Kiihlschrank
zeigten ebenfalls bereits nach einer Woche eine deutliche Trilbung, die allerdings nach
Temperierung auf RT verschwand; nach einer Lagerdauer von zwei Wochen behielten zwei
Proben das opaque-triibe Aussehen auch bei RT, und nach 10 Wochen wurde keine der
Proben mehr klar; die bei RT gelagerten ME-ION-Proben blieben jedoch tber den gesamten

Prifzeitraum von 18 Wochen klar und unverandert.

Das System ME-PG wurde bereits von HalRe ausflihrlich auf seine Stabilitat gepruft, wobei
Uber einen Zeitraum von 12 Wochen bei einer Lagertemperatur von 25°C keine
Veranderung des Aussehens sowie des mittleren Teilchendurchmessers (gemessen mittels
PCS) festgestellt wurde [73].

Das verwendete Tensid, CrEL, zeigt selbst eine zunehmende Tribung bei Temperaturen
unterhalb Raumtemperatur (laut Herstellerangaben bis 26 °C [55]) aufgrund der Bildung
fester Assoziate, die in der flissigen Substanz ausfallen. Aufgrund des Volumenanteils von
15 bzw. 20% in den ME ist eine Tribung der Systeme bei niedrigen Temperaturen
moglicherweise auf ahnliche Phdnomene wie in der Reinsubstanz des Tensids zurtickzu-
fuhren. Des Weiteren konnen Instabilitaten der Einzelbestandteile der ME aufgrund durch
Lichteinfluss oder durch Reaktion mit dem Glas der Primarverpackung veréanderter
physikalisch-chemischer Parameter des Systems nicht ausgeschlossen werden und zu
Tribungen fuhren, da sich die thermodynamische Stabilitat immer auf eine bestimmte
Zusammensetzung bezieht [82]. Untersuchungen zur Stabilitit des eingearbeiteten

Wirkstoffs wurden nicht durchgefihrt.

4.1.3 CHARAKTERISIERUNG

4.1.3.1 Theoretischer Hintergrund

Die auffallendsten Eigenschaften einer ME sind ihre thermodynamische Stabilitat und ihre
Transparenz. Oftmals werden diese beiden Charakteristika daher als Hauptkriterien fir die
Definition einer ME herangezogen [64]. Fir eine allgemeine Charakterisierung, besonders im
Hinblick auf eine pharmazeutische Verwendung, kédnnen auch im Falle von ME physikalisch-

chemische Parameter, wie Viskositat, pH-Wert, Tonizitat und Oberflachenspannung, dienen.
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Fur eine nédhere Strukturaufklarung kommen eine Vielzahl unterschiedlicher Analyse-

methoden zur Anwendung.

Definitionsgemal soll in ME die TeilchengroRe unterhalb 140 nm liegen [67]. Daher stellt
diese ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Systeme dar. Als Methode zur Bestimmung
der TeilchengréRe kann beispielsweise die Elektronenmikroskopie dienen, die jedoch eine
aufwandige Vorbereitung der Proben erfordert. Zudem kénnen durch Einfrieren der Proben
eventuelle Strukturédnderungen verursacht werden, so dass allenfalls eine ,statische®
Momentaufnahme des Systems erhalten wird [67]. Weiterhin stehen verschiedene Streulicht-
methoden (z.B. Quasielastic Light Scattering [83], Small Angle Neutron Scattering [97]) zur
Verfiigung, zu denen auch die in dieser Arbeit angewandte Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS, vgl. Kap. 4.1.3.4) gehort. Diese Methoden bieten den Vorteil, dass auch Wechsel-
wirkungen zwischen den ,Teilchen® erfasst und mittels deren Translationsbewegungen
zusatzliche Aussagen Uber das Vorliegen bzw. den Aufbau von Assoziaten innerhalb des

Mikroemulsionssystems getroffen werden kénnen [65, 84].

Dartber hinaus kann mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (Photon Correlation
Spectroscopy, PCS), die ein dynamisches Lichtstreuverfahren darstellt, eine Detektion der
PartikelgroBen durch Messen der Fluktuation von Brechungsintensitédten tber die Zeit,
hervorgerufen durch die Braun’sche Molekularbewegung der Teilchen [67], vorgenommen
werden [85 - 87]. Um interpartikulére Interferenzen maoglichst zu vermeiden, sollte die Probe
ausreichend verdiunnt sein und ihre ,innere Phase” einen Anteil von 5-10% nicht Ubersteigen.
Darliber hinaus kann die Polydispersitat eines Systems bestimmt und daraus die
PartikelgréRenverteilung ermittelt werden. Allerdings sollte zuvor weitgehend Klarheit Gber
die generelle Systemstruktur bestehen, da PCS-Messungen einer bikontinuierlichen ME nur

bedingt sinnvoll interpretiert werden kdnnen [85].

Weiterhin ist von Interesse, eine ME abzugrenzen von flissigkristallinen Systemen, was
beispielsweise mittels der Betrachtung im Polarisationsmikroskop [64, 65] (vgl. Kap. 4.1.2)
gelingt. Auch die Kernresonanzspektroskopie kann Auskunft geben Uber flissigkristalline
Bereiche in einem System und dariiber hinaus Hinweise Uber Wechselwirkungen zwischen
Tensiden und Kotensiden [67]. Die ,Phasenlage” einer Formulierung kann ebenso wie in
einer Makroemulsion durch Leitfahigkeitsmessungen [64] bestimmt werden. Informationen zu
Wechselwirkungen des eingearbeiteten Wassers bzw. Anderungen des Energieinhalts des
Systems sind mittels Differenzialthermoanalyse (Differential Scanning Calorimetry, DSC) zu
erzielen [88, 89] (vgl. Kap. 4.1.3.3).
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Neben den hier erwahnten Untersuchungstechniken kénnen im Einzelfall weitere Methoden
sinnvoll sein. Welche Methoden fiir die einzelnen Formulierungen Anwendung finden, hangt
in hohem Mal3e von der spezifischen Zusammensetzung der jeweiligen Zubereitung ab. Es
ist schwierig, nicht zuletzt aufgrund der unterschiedlichen Strukturtheorien, konkrete

Aussagen zu treffen tber den genauen Aufbau einer entwickelten Mikroemulsion.

4.1.3.2 Physikalisch-chemische Parameter

Die physikalisch-chemischen Parameter wurden in der Regel jeweils fur die wirkstofffreien
Systeme ermittelt. Tabelle 5 gibt die einzelnen Messwerte fir die drei untersuchten ME-
Formulierungen wieder. Die Durchfiihrung der einzelnen Messungen ist in Kap. 5.2.5

beschrieben.

Die Viskositaten der drei Zubereitungen nehmen in der Reihenfolge ME-ION < ME-CD
< ME-PG zu, liegen aber alle in dem fur Augenarzneien empfohlenen Bereich von 10 —
25 mPaes [26]. Eine Berechnung der Gesamtviskositdten der Systeme als Summe der
anteiligen Einzelviskositaten der jeweiligen Komponenten ergab in jedem Fall hbhere Werte
von 117,25 mPaes fur ME-ION, 156,25 mPaes fir ME-CD (die CD bleiben jeweils unbertick-
sichtigt) und 161,29 mPaes fir ME-PG. Da die gemessenen, tatsachlichen Werte lediglich in
der Reihenfolge jedoch nicht in der Grof3enordnung mit den errechneten Werten Uberein-
stimmen, werden Wechselwirkungen zwischen Tensid und jeweiligem Kotensid vermutet, die
geanderte Strukturen in den ME verbunden mit einer deutlich reduzierten Viskositat zur

Folge haben.

Alami et al. [90] haben Komplexbildung zwischen hydroxypropylierten CD (a, b, g) und einem
neu entwickelten nicht-ionischen Tensid mittels SANS (small angle neutron scattering)
nachgewiesen und ein Aufbrechen der Mizellen detektiert. Die Interaktionen mit HP-b-CD
waren hierbei am deutlichsten. Derartige Wechselwirkungen sind auch in den ME denkbar,
wobei unterschiedliche Qualitaten dieser Interaktionen mdglicherweise fir die deutlich

verschiedenen Viskositaten verantwortlich sein kdnnen.
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Tabelle 5:

Physikalisch-chemische Parameter der Mikroemulsionen

ME-PG ME-CD ME-ION
Viskositat [mPaes] (25 °C) 24,43 +0,130 14,35+0,157 6,22 + 0,056
Dichte [g/cm3] (25 °C) 1,012 1,035 1,028
pH (RT) 6,86 6,8 6,5
Brechungsindex (25 °C) 1,380 1,382 1,372
Tonizitat [mOsmol/kg] 2296 + 36,5° 211 +0,71 310 + 6,85
Oberflachenspannung [MN/m] 32,61+0,03 30,96+0,10 30,69+0,12
(RT)
Leitfahigkeit [uS/cm] (25 °C) 144,0 148.,6 6606

(bei einem

Zusatz von

5% PG, [73])

" gemessen fiir ME-PG mit 25 pug/ml FSC

Wechselwirkungen zwischen CD und CrEL konnten sich weiterhin auf die Oberflachen-
spannung auswirken. In der oben zitierten Literatur [90] wird ein Anstieg der Oberflachen-
spannung als Folge der beschriebenen Komplexbildung zwischen Tensid und CD erwahnt.
Fur einfache, wassrige Mischungen aus CrEL und HP-gCD bzw. HTAP-b-CD konnte hier
ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Oberflachenspannungen ermittelt werden (Tabelle 6).
PG blieb dagegen ohne messbaren Einfluss auf die Oberflichenspannung der 20%igen

Tensidlésung (Tabelle 6).

Im Gegensatz dazu war die Oberflachenspannung in den ME-Systemen generell reduziert
und lag zwischen 30,7 und 32,6 mN/m (Tabelle 5). Wenn man von den allgemeinen Struktur-
vorstellungen von ME ausgeht, wonach Tensid und Kotensid vollstandig die Grenzflachen
zwischen Ol- und Wasser-Bereichen belegen [66], konnte auch im vorliegenden Fall eine
zusatzliche Reduzierung der Oberflachenspannung auf eine Oberflachenbelegung nicht nur
mit Tensid, sondern auch mit Kotensid zurtckgefuhrt werden. Die in den Mischungen aus
Tabelle 6 beobachteten Effekte auf die Oberflachenspannung treten in den ME-Systemen
offensichtlich nicht mehr auf, was das Vorliegen von geénderten Strukturen in den ME

unterstreicht.
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Tabelle 6: Oberflachenspannung verschiedener Cremophor® EL-Mischungen

CrEL (20%) 36,33 + 0,02 mN/m
CrEL (20%) + HP-g-CD (9%) 37,61 + 0,17 mN/m*
CrEL (15%) + HTAP-b-CD (9%) 38,31 + 0,20 mN/m*

CrEL (20%) + PG (9%) 36,35 + 0,15 mN/m

gemessen bei 22 °C
* = signifikant (p < 0,01)

Die Werte fur Dichte, pH-Wert und Brechungsindex liegen fur alle ME in der gleichen
GroRRenordnung und lassen keine Unvertraglichkeiten im Falle einer okularen oder nasalen
Anwendung vermuten. Anders verhalten sich die Tonizitdten der Formulierungen. Im
physiologisch vertraglichen Bereich (280 - 300 mosmol/kg) liegt annahernd nur der Wert von
ME-ION. ME-CD ist hypoton und sollte durch Zusatz eines Isotonisierungsmittels an den
physiologischen Tonizitatsbereich angeglichen werden. Allerdings ist zu bertcksichtigen,
dass ein Arzneistoffzusatz in jedem Fall einen Anstieg der Tonizitat zur Folge hat. ME-PG ist

stark hyperton® und kann vermutlich nicht schmerzfrei appliziert werden.

Die Leitfahigkeit liegt fur alle Systeme deutlich tber der des destillierten Wassers (1 pS/cm)
und weist wie zu erwarten bei der ionischen ME (ME-ION) den hochsten Wert auf. Die
Formulierungen sind demnach alle wasserkontinuierlich, wobei ein Austausch der beiden

Kotenside HP-g-CD und PG die Leitfahigkeit der entsprechenden ME kaum beeinflusst.

Weiterhin wurden fiir alle Systeme Messungen der Dielektrizitatskonstanten (DK) durch-
gefuhrt. Mittels der hier verwendeten Methode konnten jedoch keine Werte bestimmt

werden, da der zulassige Hochstwert von 80 bei allen Zubereitungen tberschritten wurde.

4.1.3.3 DSC-Messungen

Bei der Methode der Differentialthermoanalyse (differential scanning calorimetry, DSC)
kénnen Temperaturdnderungen in einer Probe detektiert werden, die durch physikalische

oder chemische Effekte wahrend einer standardisierten Erwdrmung hervorgerufen werden.

! Der Arzneistoffzusatz (25 pg/ml FSC) bewirkt rechnerisch einen Tonizitatsanstieg von 0,2 mosmol/kg und kann damit in

diesem Fall vernachlassigt werden.
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Die Versuchsdurchfuihrung erfolgt, indem die Probe neben einer Vergleichssubstanz durch
einen definierten Warmefluss erhitzt und lber ein getrennt angebrachtes Thermoelement die
von ihr abgegebene oder aufgenommene Warmemenge registriert wird. Eine Kompen-
sationsheizung héalt dabei die Temperatur in der Probe mit der Temperatur in der Vergleichs-
substanz auf gleicher Hohe. Ein endothermer Vorgang in der Analyse ergibt daher ein
positives Signal des Warmeflusses, da von der Heizquelle zusatzliche Wéarme abgegeben
werden muss. Der Warmefluss [J/s] wird mit zunehmender Temperatur aufgezeichnet, und
aus den resultierenden Peakflachen kann die von der Probe abgegebene oder aufgenom-

mene Warmemenge errechnet werden.

In der Pharmazie wird die DSC unter anderem eingesetzt zur Uberpriifung der Reinheit und
Identitat von Substanzen sowie zur Bestimmung von Warmekapazitat und Schmelzwarme
[91]. In dieser Arbeit sollte die Warmemenge bei der ME-Bildung erfasst werden. Dazu
wurden Mischungen von Tensid und Lipid bzw. von Wasser und Kotensid, entsprechend der
Vorgehensweise bei der ME-Herstellung (vgl. Kap. 5.2.2), getrennt voneinander vortem-
periert und nachfolgend durch Rotieren des Thermostaten miteinander vermischt. Von
besonderem Interesse waren der Einfluss des Kotensids sowie des eingearbeiteten Arznei-

stoffs AD, was am Beispiel von ME-CD untersucht wurde.

In Tabelle 7 sind die Mischungsenthalpien aufgefihrt, die fir ME-CD mit 7%, 9% und 11%
Kotensid sowie unter Zusatz von 25 pug/ml AD zu ME-CD (9% HP-g-CD) ermittelt wurden (s.
Kap. 5.2.6). Alle Enthalpie-Werte waren exotherm, d.h. Warme wurde vom System
abgegeben, und wiesen zwischen den getesteten Zubereitungen keine signifikanten Unter-
schiede auf. Darliber hinaus wurde das Dreikomponentensystem, IPM, CrEL und Wasser,
d.h. ohne HP-gCD, vermessen. Ohne Kotensid erfolgte jedoch keine vollstandige Vermi-
schung von IPM/CrEL mit dem Wasser, so dass im inneren Zylinder Reste der IPM/CrEL-

Mischung verblieben.

Als Hauptursache fur die gemessenen Warmeeffekte werden Wechselwirkungen des
Wassers mit den anderen Komponenten angesehen. Die Menge an zugesetztem Kotensid
hatte dabei auf die freigesetzte Warmemenge keinen messbaren Einfluss. Jedoch schien

das Kotensid ein Vermischen der Komponenten zu beschleunigen.
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Tabelle 7: Mischungsenthalpien von ME-CD mit unterschiedlichem Kotensid-Gehalt und
Androstendion

Zubereitung ME-CD Mischungsenthalpie
[J/9]

mit 7% HP-g-CD 11,45 + 0,87

mit 9% HP-g-CD 12,09+ 0,19

mit 11% HP-g-CD 11,88 £ 0,11

mit 25 pg/ml AD 12,05 + 0,06

HalRe [73] unternahm DSC-Messungen unter anderem an ME-PG mit 5% PG, indem zur
Mischung aus Wasser, IPM und CrEL das Kotensid PG zugegeben wurde. Die ermittelte
Enthalpie war ebenfalls exotherm, lag jedoch mit 30,1 J/g deutlich htéher als die hier
detektierten Mischungsenthalpien. Vermutlich wurde bei der Messung von HaRe [73] der
héhere Wert unter anderem durch den Lésungsvorgang des PG verursacht, wahrend bei den
vorliegenden Untersuchungen das Kotensid (HP-g-CD) vor dem Mischungsvorgang bereits
im Wasser gelost vorlag. Da jedoch in diesen beiden Untersuchungen unterschiedliche

Einzelkomponenten beteiligt waren, ist ein Vergleich der Ergebnisse nicht aussagekraftig.

Eine Interpretation und Einordnung der DSC-Ergebnisse gestaltet sich schwierig, da die
gemessenen Absolut-Werte abhangig sind von der jeweiligen Vorgehensweise. So kdénnen
grundsatzlich Messungen im Scanning-Betrieb, wobei die zuvor gefrorene Probe kontinuier-
lich erhitzt wird und dabei Schmelzenthalpien detektiert werden, oder wie im vorliegenden
Fall im isothermen Messbetrieb durchgefiihrt werden. Bei isothermen Messungen bestehen
in Abhangigkeit von der jeweiligen Fragestellung unterschiedliche Méglichkeiten, die Einzel-
komponenten zu mischen, was zu abweichenden Ergebnissen fuhrt. Eine Ubersicht von
Literaturdaten zur DSC-Analytik von ME hat Kielhorn [89] in seiner Arbeit zusammengestellt:
Rosano et al. [92] ermittelten Dbeispielsweise durch isotherme DSC-Messungen die
notwendige Menge an Kotensid fiir eine entwickelte ME, indem Mischungsenthalpien nach

Zugabe unterschiedlicher Kotensid-Konzentrationen detektiert wurden.
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4.1.3.4 Rontgenkleinwinkelstreuung

Eine weitere Methode zur Strukturaufklarung der ME stellt die Réntgenkleinwinkelstreuung
(small angle X-ray scattering, SAXS) dar, wofir es bereits einige Literaturdaten gibt [93 - 97].
Das Prinzip der Rontgenstreuung beruht allgemein auf der Beugung von Rontgenstrahlen an
geordneten Strukturen in einer Probe und der Detektion der hervorgerufenen Streumuster.
Vor allem zur Analyse kristalliner Strukturen leistet die Réntgenstreuung einen wertvollen
Beitrag. Dabei werden Reflexe im Bereich gréerer Streuwinkel detektiert. Demgegeniiber
werden die SAXS-Streumuster in einem Winkelbereich von 0-10° untersucht und erfassen

Strukturen mit einer Grof3enordnung von 1-50 nm.

Aufgrund der speziellen ME-Strukturen ergeben sich charakteristische Diffraktogramme mit
einem einzelnen breiten Peak und einem flachen Kurvenverlauf fiir grol3e x-Werte [94]. Die
Lage des Peak-Maximums wird beeinflusst durch die Tensid-Konzentration [94, 96]. Das

Wasser/Ol-Verhaltnis in der Zubereitung nimmt Einfluss auf die Peak-Hohe [94].

Abb. 9 zeigt die Ergebnisse fir die Messungen® der Zubereitungen ME-CD und ME-ION
sowie davon abgeleitete Rezepturvarianten; dabei sind die ermittelten Intensitaten gegen
den reziproken Abstand (s) der ,Teilchen“ aufgetragen. In Kap. 5.2.7 sind die Versuchs-
bedingungen beschrieben. Beide Systeme wurden jeweils auch ohne CD-Zusatz vermessen,
ME-CD dartiber hinaus mit Arzneistoffzusatz (25 pg/ml AD) und nach vorherigem Auto-
klavieren der Zubereitung. Als Vergleich wurde eine 20%ige Losung von CrEL in Wasser

untersucht.

Die ermittelten ME-Kurven zeigen den fur Mikroemulsionen oben beschriebenen, charakteri-
stischen Verlauf (Abb. 9). Bei der Messung der Tensid-Wasser-Losung (schwarze Kurve)
resultierte dagegen ein deutlich differenzierter Kurvenverlauf. Es ist davon auszugehen, dass
sich die Tensidmolekiile in wassriger Losung zu unterschiedlich groRen Mizellen zusammen-
lagern, die im Gleichgewicht stehen zu einzelnen Molekilen oder Molekil-Dimeren [26]. Im
Bereich von s = 0,1 — 0,15 lasst sich ein schwaches Maximum erkennen (Abb. 9), das durch
Streuungen an den unterschiedlich groBen Mizellen erklarbar sein kénnte. Vorwiegend
lamellare Strukturen ergeben dagegen schmalere Peaks [97] und kdénnen hier fir die 20%ige

CrEL-L6sung weitgehend ausgeschlossen werden.

! An dieser Stelle sei Frau Ingrid Zenke am Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflachenforschung, Potsdam, sehr herzlich

fur die Durchfiihrung der Messungen und die Unterstiitzung bei der Auswertung der Daten gedankt.
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Abb. 9: SAXS-Diffraktogramme der Zubereitungen ME-CD, ME-ION sowie einer CrEL-L6sung
(20% in Wasser)

Alle ME und deren Rezepturvarianten fihrten zu Intensitatsmaxima bei s-Werten um 0,05.
Dieser Wert entspricht einem groReren Abstand der ,Teilchen” als bei der CrEL-L&sung, was
fur die in ME angenommenen Strukturen im Gegensatz zu mizellaren Losungen auch zu
erwarten ist. Die vermutlich als Solubilisat vorliegenden Grundmischungen (GM, vgl.
Kap. 4.1.2) zeigten annahernd den fiir ME typischen Kurvenverlauf, wobei jedoch der breite
Peak wesentlich weniger ausgepragt war und die Kurven mit zunehmenden x-Werten steiler
abfielen (Abb. 9).

Die hochste Streuungsintensitat zeigte ME-CD, unbeeinflusst durch einen AD-Zusatz oder
vorheriges Autoklavieren. Eine deutlich geringere Intensitat im Maximum (s = 0,05)
resultierte bei ME-ION. Die differenzierten Streuungsintensitaten wurden vermutlich durch
die qualitativ bzw. quantitativ unterschiedliche Zusammensetzung der Systeme ME-CD und
ME-ION (Wasser/Ol-Verhaltnisse: ME-CD = 13,2:1; ME-ION = 14,2:1) verursacht. Der
unterschiedliche Tensid-Gehalt in ME-ION (15% im Gegensatz zu 20% in ME-CD) machte

sich durch eine nur sehr geringe Links-Verschiebung des Peaks bemerkbar (Abb. 9).

Im Falle der GM dagegen konnte lediglich die geringe Links-Verschiebung aufgrund des
ungleichen Tensid-Gehalts detektiert werden, wobei der Unterschied der Intensitdtsmaxima
ausblieb (Abb. 9, offene Kreise). Diese Beobachtungen deuten, ebenso wie der abweichen-
de Kurvenverlauf der GM, darauf hin, dass die Kotenside HP-gCD bzw. HTAP-b-CD in
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beiden ME-Systemen einen wichtigen Beitrag leisten zur ME-Bildung und im Vergleich zu

den Solubilisaten (GM) vermutlich differenzierte Strukturen ausbilden.

Aus diesen Befunden lasst sich schlussfolgern, dass ME-CD und ME-ION typische ME-
Strukturen aufweisen, wofir der charakteristische, auch in der Literatur beschriebene [94]
Kurvenverlauf, spricht. Allerdings kann aus den bisherigen Untersuchungen nicht abgeleitet
werden, ob die ME wasserkontinuierliche Systeme mit geschwollenen Mizellen oder mit
bikontinuierlicher Struktur darstellen. Eine strukturelle Veranderung des Systems ME-CD
durch Arzneistoffzusatz oder eine Dampfdruckbehandlung konnte mittels dieser Methode

nicht festgestellt werden.

4.1.4 ARZNEISTOFF-WECHSELWIRKUNGEN

4.1.4.1 Verteilungskoeffizient

Die Polaritdt und das Verteilungsverhalten eines Arzneistoffs in den Formulierungskompo-
nenten ist ein wichtiges Kriterium fir die Bewertung der nachfolgenden Permeationsstudien
(s. Kap. 4.2) und wird tber den Verteilungskoeffizienten (VK) ermittelt. Der VK der beiden
Substanzen AD und FSC (Tabelle 8) verdeutlicht deren ausgepragte Lipo- bzw. Hydrophilie.
Es wurde der Oktanol/Puffer(EBS)-VK (VKq) bestimmt und dariber hinaus in Anlehnung an
die ME-Rezepturen der VK zwischen EBS-Puffer und IPM (VKi,m) (S. Kap. 5.2.8).

Die Werte fur VKq und VKip, unterscheiden sich dahingehend, dass die Oktanol-Werte fur
das lipophile AD durchweg héher und fur das hydrophile FSC durchweg niedriger als die
entsprechenden IPM-Werte ausfallen. Der jeweilige Charakter der Substanz bewirkt, dass
sich das lipophile AD in hoéherer und das hydrophile FSC in niedrigerer Konzentration in
Oktanol l16sen als in IPM. Im Vergleich zu Oktanol stellt IPM aufgrund seiner Esterfunktion

das weniger lipophile Medium dar.

Der Einfluss der verschiedenen Zusatze (Kotenside) zur wassrigen Phase ist daher
erwartungsgemals fur AD weitaus deutlicher als fir FSC. Im Falle des FSC flhrt lediglich der
Zusatz von HP-g-CD (9%) zu einem signifikanten Absinken der VK. Die Substanz wird in
diesem Falle vermutlich aufgrund von Wechselwirkungen oder Inklusion durch das CD
verstarkt in der wassrigen Phase gehalten. Der Effekt, den PG auf die FSC-Verteilung
zwischen IPM und Pufferlosung austibt, ist nicht eindeutig. Ein Anstieg des VKipn (S. Tabelle
8) bedeutet genau genommen eine groRere Lipophilie der Testsubstanz. Denkbar ware eine
Anordnung der PG- und IPM-Molekiile in der Art, dass die Lipophilie der IPM-Phase
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herabgesetzt wird und sich aufgrund dessen mehr FSC in die IPM-Phase verteilen kann. Fir
die nachfolgenden Untersuchungen kann aufgrund dieser Werte allerdings von einer nahezu

vollstéandigen Verteilung des FSC in die wassrigen Bereiche der ME ausgegangen werden.

Tabelle 8: Verteilungskoeffizienten (VK) von Androstendion (AD) und Fluorescein-Na (FSC)
mit verschiedenen Zusétzen
System Test- Zusatze zur wassrigen Phase
substanz
ohne PG HP-g-CD HTAP-b-CD
(Referenz) (9%) (9%) (9%)
Oktanol/EBS AD 592,79 +22,89 330,40 + 4,15 3,18 +0,016* 20,64 * 1,44*
FSC 0,235+0,129  0,219+0,023  0,021+0,011 0,128 + 0,102
IPM/EBS AD 149,66 £ 0,72 80,80 + 6,6 0,43 + 0,005* 0,81 + 0,05*
FSC 0,806 £ 0,012 1,294 +0,028* 0,200 +0,198* 0,831 + 0,089

n = 3; * = signifikant (p < 0,01) zum jeweiligen Wert ohne Zusatz

Im Falle von AD bewirken alle drei zum Puffer zugefligten Kotenside eine signifikante
Reduzierung der VK sowohl gegen Oktanol als auch gegen IPM in der Reihenfolge
PG << HTAP-b-CD < HP-g-CD, was gleichbedeutend damit ist, dass mehr AD in der
wassrigen Phase verbleibt. Wahrend also ein Zusatz von PG lediglich eine leichte Tendenz
zeigt, die Arzneistoffkonzentration in der wassrigen Phase zu erhéhen, ist dieser Effekt bei
den beiden CD wesentlich starker ausgepragt, wobei auch hier HP-g-CD den gréf3ten
Einfluss hat. Es muss von einer Inklusion des AD in die CD-Kavitat ausgegangen werden

(vgl. Kap. 4.1.4.3), woraus eine hohere Konzentration in der wéssrigen Phase resultiert.

Fur die ME-Systeme lasst sich aufgrund dieses Verteilungsverhaltens diskutieren, dass die
jeweiligen Kotenside moglicherweise den zusatzlichen Effekt haben, den Wirkstoff in den
wassrigen Bereichen der Zubereitung zu halten, aus denen eine bevorzugte Freigabe
erfolgen kann. Hierfur sprechen auch die Ergebnisse der Versuche zur Sattigungsléslichkeit
von AD (s. folgendes Kap. 4.1.4.2). Fur das AD-Freigabeverhalten konnte daher eine
Reihenfolge von ME-CD > ME-ION > ME-PG erwartet werden.
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4.1.4.2 Sattigungsloslichkeit

AD weist eine so geringe Wasserlgslichkeit auf, dass eine rein wassrige AD-Formulierung
nicht in Betracht kommt. Durch Verwendung einer ME als Tragersystem ist eine deutliche
Loslichkeitsverbesserung zu erwarten. Peltola et al. [98] konnten dies fur das struktur-
verwandte Estradiol in unterschiedlichen ME-Systemen erreichen und in ihren Untersu-

chungen eine deutliche Steigerung des Estradiol-Fluxes durch Humanhaut nachweisen.

Abb. 10 stellt die ermittelten Sattigungsloslichkeiten (s. Kap. 5.2.9) fur AD in den drei ME dar.
Zum Vergleich sind zusatzlich die Werte fir EBS (pH 7,4) und Wasser sowie fir die
wassrigen, 9%igen CD-LOsungen und IPM angegeben. Alle Hilfsstoffe und Formulierungen

bewirkten einen signifikanten Anstieg der Loslichkeit gegenliber Wasser bzw. EBS.

Die CD-haltigen Systeme waren der CD-freien ME-PG beide signifikant Giberlegen, indem sie
die doppelte (ME-ION) bzw. dreifache (ME-CD) AD-Konzentration in Loésung brachten. Die
resultierende Reihenfolge ME-CD > ME-ION > ME-PG steht in guter Ubereinstimmung mit
den in Kap. 4.1.4.1 bestimmten AD-Verteilungskoeffizienten. Verglichen mit der reinen IPM-
Lésung ergab ME-CD eine signifikant héhere Loslichkeit fir AD, wahrend ME-ION keine
Verbesserung und ME-PG eine signifikante Verschlechterung bewirkte. Gegenuber den
entsprechenden wassrigen Kotensid-Losungen (HP-g-CD bzw. HTAP-b-CD) konnten ME-CD
und ME-ION ebenfalls signifikant mehr Arzneistoff in Lésung bringen. Die Sattigungs-
l6slichkeit fur AD in einer 10%igen, wassrigen CrEL-Losung wurde von Berndt [74] zu
0,9 mg/ml bestimmt. Im Gegensatz dazu war durch alle hier getesteten Formulierungen bzw.

Einzelsubstanzen eine deutliche, 5-15fache Ldslichkeitsverbesserung fir AD zu erreichen.

Die AD-Loslichkeit in den ME ist demzufolge nicht allein auf den Gehalt an IPM bzw. CrEL
(vgl. Tabelle 4) zurickzufiihren, sondern es ist anzunehmen, dass die enthaltenen CD
sowohl durch Bildung von AD-Einschlusskomplexen in der wassrigen Region als auch durch
Co-Solubilisierung mit dem Tensid einen steigernden Effekt auf die AD-L&slichkeit austibten.
Diese Beobachtungen korrelieren ebenfalls mit den Ergebnissen der VK-Bestimmungen (vgl.
Kap. 4.1.4.1).
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Abb. 10: Sattigungsldslichkeiten (cs) von AD in verschiedenen Formulierungen sowie in IPM,
Wasser und EBS (25 °C £ 0,5); £ SD; ** = signifikant (p <0,01); n=4

Die wassrigen CD-L6sungen sowie auch IPM erhdhten die Sattigungsloslichkeit des AD lber
den Wert von ME-PG (HP-g-CD bzw. IPM signifikant) hinaus, so dass die CD-freie ME aus
Sicht der Loslichkeitsverbesserung als weniger geeignet zu beurteilen ist. ME-CD und
ME-ION bieten dagegen hervorragende Ldsungseigenschaften fir den lipophilen Arzneistoff
AD.

Bei nasaler Applikation mittels Dosierspray wird mit einem Sprihsto ein Volumen von ca.
50 ul verabreicht. Bei einer akzeptablen Dosierung von 3 x taglich 2 Sprihsté3en kdnnte mit
ME-CD als potentiellem Tragersystem eine therapeutische Dosis von ~4 mg/d AD (50 pl
enthalten 0,7 mg AD) erreicht werden. Allerdings bleibt zu beriicksichtigen, dass die
Zubereitung eine ausreichende Stabilitat aufweisen und der Arzneistoff Uber einen langeren
Zeitraum vollstdndig in Losung verbleiben muss. Eine Zubereitung an der Grenze der

Sattigungsloslichkeit wird diesen Anforderungen nicht gentigen kénnen.

Fir die lokale Anwendung am Auge sind vermutlich deutlich geringere AD-Konzentrationen
erforderlich [99], so dass hier alle Systeme ein ausreichendes Ldsungsvermdgen fir AD
aufweisen dirften und andere Parameter, wie beispielsweise die physiologische Vertraglich-

keit, im Vordergrund stehen.
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4.1.4.3 Cyclodextrin-Einschluss des AD

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Um zu prifen, ob eine Einschlussverbindung von AD in HTAP-b-CD entsteht, wurden DSC-
Messungen (vgl. auch Kap. 4.1.3.3) im Scanning-Betrieb durchgefiihrt (s. Kap. 5.2.6).
Zwischen HP-g-CD und AD wurde bereits von Berndt [74] die Bildung einer Inklusion u. a.

auch mit dieser Methode nachgewiesen.

Kontinuierliches Erhitzen einer reinen, kristallinen Substanz fihrt bei Erreichen ihres
Schmelzpunktes zu einem endothermen Schmelzpeak. Wird eine physikalische Mischung
aus zwei oder mehreren Bestandteilen erhitzt, so sind in der Regel die Schmelzpeaks der
Einzelkomponenten zu detektieren, wohingegen bei Vorliegen einer Inklusion oder eines
Komplexes die entsprechenden Peaks nicht mehr erscheinen dirften [100], was allerdings
abhangig ist von der Konzentration der Reaktanten. Damit kann ein Vergleich entsprechen-
der Thermogramme auch zum Nachweis einer Komplexbildung mit CD herangezogen
werden [101].

u TExotherm
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Abb. 11: DSC-Thermogramm: (A) AD, (B) HTAP-b-CD, (C) AD/HTAP-b-CD-Lyophilisat,
(D) physiksalische Mischung aus AD und HTAP-b-CD

In Abb. 11 ist der relevante Temperaturbereich um den Schmelzpeak des AD (vgl. Kurve A,

Ton = 178 °C) gezeigt. HTAP-b-CD (Kurve B) weist im untersuchten Bereich keine Peaks auf,
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so dass bei einer physikalischen Mischung aus beiden Komponenten nur der AD-Peak zu
detektieren ist (Kurve D). Der Peak in Kurve D erscheint etwas schwécher aufgrund einer
Uberlagerung beider Kurven und einer nicht ganz auszuschlieBenden partiellen Ausbildung
von Einschlusskomplexen, bedingt durch die intensive mechanische Verreibung beider
Stoffe wahrend der Herstellung der Testmischung. Konzentrationsbedingte Unterschiede
kénnen ausgeschlossen werden, da in allen Messungen die gleiche Einwaage an AD (5 mg)

verwendet wurde.

Bei Vermessen des Lyophilisats aus AD und HTAP-b-CD ist der AD-Peak nicht mehr zu
detektieren (Kurve C), so dass ein Einschlusskomplex beider Substanzen anzunehmen ist.
Diese Messungen stehen in guter Ubereinstimmung mit dem von Berndt [74] fir das
HP-gCD erzielte Resultat. Die im Lyophilisat gefundene Komplexierung war weiterhin im

Hinblick auf die relevanten Formulierungen auch fir die AD/CD-L6sung zu Uberprifen.

Loslichkeitsmethode

Die Einschlusskomplexbildung zwischen AD und den beiden getesteten CD wurde mit der
Loslichkeitsmethode naher charakterisiert (s. Kap. 5.2.9), und die Komplexbildungs-

konstanten wurden bestimmt.

Abb. 12 zeigt die ermittelten Ldslichkeitsisothermen fir HP-ggCD und HTAP-b-CD in
Gegenwart von AD. In beiden Fallen resultieren Geraden mit R2 > 0,99. Somit handelt es
sich in diesem Konzentrationsbereich um Loslichkeitsdiagramme vom A -Typ, die sich durch

einen linearen Loslichkeitsanstieg auszeichnen.

Unter Annahme eines 1:1-Komplexes wurden die apparenten Komplexstabilitatskonstanten

Ksap Nach der Formel von Higuchi und Connors [102] berechnet:

tana

K, =—na
¢ {1- tana)

wobei tan a die Steigung der L&slichkeitsisotherme und cs die Sattigungsloslichkeit des

Arzneistoffs in Wasser angibt.
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Abb. 12: Ldslichkeitsisothermen von AD in Gegenwart von HP-g-CD bzw. HTAP-b-CD bei
25°C;+SD;n=4

Dabei ist zu beriicksichtigen, dass Wechselwirkungen des Arzneistoffs, beispielsweise mit
der CD-Aul3enhlille, oder anders geartete Assoziatbildungen nicht einbezogen werden. Man

spricht daher von der apparenten oder virtuellen Komplexstabilitatskonstante.
Bei molarer Auftragung errechnen sich die apparenten Stabilitdtskonstanten Kga, zu den in

Tabelle 9 aufgelisteten Werten.

Tabelle 9: Rel. Molmasse (M,q), Geradenanstieg (tan a) bei molarer Auftragung und Kgg, fUr
Androstendion-Komplexe mit HP-gCD und HTAP-b-CD

CD Mrel tan a Kstab [1/m0|]
HP-g-CD 1355 0,330 1932
HTAP-b-CD 1670 0,324 1882

Fur den AD-Einschluss durch HP-g-CD wurde bereits von Berndt [74] die Kga, bestimmt und
ein Wert von 947,6 gefunden. Da die von Berndt [74] ermittelte Ldslichkeitsisotherme jedoch
einen identischen Verlauf zu der hier detektierten (Abb. 12) zeigte, ist die Ursache fir die

Diskrepanz unklar. Eine Nach-Berechnung von K., anhand der oben beschriebenen Formel
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aus der von Berndt [74] abgebildeten Ld&slichkeitsisothermen ergab mit 1892 nahezu den

gleichen Wert, der hier gefunden wurde (Tabelle 9).

Albers und Miiller [103] untersuchten die Léslichkeit von TST unter Zusatz von HP-b-CD und
gelangten zu vergleichbaren Werten. Gute Ubereinstimmung besteht auch mit den Kgap
strukturverwandter Substanzen [60]. In Anlehnung an weitere Literaturdaten [104, 105, 106],
die sich auf Komplexe zwischen b-CD-Derivaten und Steroiden beziehen, wird flr
HTAP-b-CD und AD ein 1:1-Komplex angenommen, wohingegen fur g-CD mdglicherweise
auch Komplexe im Verhaltnis 1:2 oder 2:1 in Betracht kommen, wie sie beispielsweise flr

das Antiallergikum Tranilast beschrieben wurden [107].

4.2 Permeationsstudien

4.2.1 EINFUHRUNG

Um an ihren Wirkort zu gelangen, mussen viele Arzneistoffe zuvor eine Membran durch-
dringen, wie beispielsweise die Haut, die Darmwand oder die Nasenschleimhaut. Aber auch
bei lokaler Therapie stellt der Permeationskoeffizient des applizierten Arzneistoffs ein
wichtiges Bewertungskriterium fur die Substanz bzw. fir die Zubereitung dar. In dieser Arbeit
sollten die beiden unterschiedlichen Barrieren Nasenschleimhaut und Hornhaut des Auges
hinsichtlich ihrer Permeabilitat verglichen und der Einfluss der Zubereitungen bzw. ihrer

Bestandteile auf die Permeation der Testsubstanzen bewertet werden.

Die beiden Gewebe lassen schon allein aufgrund ihrer Dicke eine unterschiedliche
Permeabilitéat erwarten (vgl. Tabelle 2 und 3). Hinzu kommt der sandwichartige Aufbau der
Kornea aus abwechselnd hydro- und lipophilen Schichten (vgl. Kap. 3.1.1), der die meisten
Substanzen, wenn Uberhaupt, nur zu einem sehr geringen Teil permeieren lasst. Dartber
hinaus hat das korneale Epithel die Aufgabe, einerseits ein Eindringen von Wasser und
Elektrolyten in das Augeninnere sowie andererseits einen Austritt von physiologischen
Substanzen zu unterbinden und somit die Homdostase aufrecht zu erhalten [20, 44]. Das

Kornea-Epithel ist daher vergleichsweise noch schlechter durchlassig als andere Epithelien.

Ein aussagekraftiges Kriterium fir das zu erwartende korneale Permeationsverhalten einer
Substanz stellt deren Verteilungskoeffizient dar, der in einem Bereich von 100 - 1000
(gemessen flr Oktanol/ Wasser) optimale Durchtrittsraten erwarten lasst [16, 27, 47]. Fur die

hydrophileren Substanzen reprasentiert das lipophile Epithel die geschwindigkeits-
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bestimmende Barriere [20]. Lipophile Stoffe kdbnnen dagegen nur langsam in das wassrige
Stroma eindringen [108]. Im Gegensatz dazu ist die Nasenmukosa einheitlich zusammen-
gesetzt (vgl. Kap. 3.2.1) und stellt im Allgemeinen eine eher schwache Barriere mit guten
Resorptionseigenschaften fir viele Arzneistoffe dar [32]. Dabei spielt der hydro- oder
lipophile Charakter der Substanz eher eine untergeordnete Rolle [48], und Merkmalen wie

Molekiilgréfie und Struktur kommt mehr Bedeutung zu [32, 109].

Aufgrund dieser Membranunterschiede ist zu vermuten, dass verschieden zusammen-
gesetzte Tragerformulierungen individuell Einfluss nehmen kénnen auf das Permeations-
verhalten einer Substanz an der jeweiligen Membran. Des Weiteren ist unter dem Aspekt,
dass okular applizierte Arzneistoffe Giber den Tranen-Nasen-Kanal rasch die Nasenschleim-
haut erreichen und dort systemisch resorbiert werden kénnen [110], ein Vergleich der

Permeabilitaten beider Gewebe von Interesse.

Die Permeationsstudien wurden in vitro mit biologischem Gewebe von Schlachttieren
durchgefuhrt, das in der Regel kostenglnstig und unproblematisch beschafft werden kann.
Kornea von Schweinen dient in der Literatur in zahlreichen Untersuchungen als
Permeationsbarriere [106, 111 - 115] und wurde aufgrund der Ahnlichkeit von Anatomie und
Physiologie zur menschlichen Hornhaut ausgewéahlt. Daneben kam Nasenmukosa vom Rind
zum Einsatz, da auch hierflr bereits umfangreiche Literaturdaten [74, 116 - 119] vorlagen
und die Praparation der Gewebestlicke und Mukosa flr diese Tierart in der Arbeitsgruppe
bereits etabliert war [74]. Seit kurzem stehen jedoch auch Daten tber Nasenmukosa vom
Schwein als Permeationsbarriere in der Literatur zur Verfiilgung [120 - 122]. Dartiber hinaus
findet korneales Gewebe von Kaninchen [z.B. 44, 123 - 125] in der Forschung seit langem
weit verbreitete Anwendung und gelangt, ebenso wie Nasenmukosa von Kaninchen [43, 53,

126, 127], Schafen oder Hunden [117] zum Einsatz bei In-vitro-Permeationsstudien.

Um dariber hinaus membranunabhdngige Vergleichswerte flr das Permeationsverhalten
der Substanzen aus den unterschiedlichen Zubereitungen zu erhalten, wurden die Versuche
in gleicher Art und Weise mit einer synthetischen Membran aus regenerierter Cellulose
(Nephrophan® mit einem Porendurchmesser von 2,4 nm und einer Dicke von 14-15 um

durchgefihrt.

Als Testsubstanzen gelangten das stark lipophile AD sowie das sehr hydrophile FSC zur
Auswahl (s. Kap. 3.4.1 und 3.4.2). FSC wird oft als Marker-Substanz bei der Durchfiihrung
von Permeationsstudien eingesetzt und kann Auskunft geben (ber die Integritat der
Membran sowie die Funktionsweise des verwendeten Permeationsmodells [52 - 54]. AD

stellt einen potentiellen Arzneistoff dar, der sowohl nasal bzw. systemisch [11] als auch
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okular [9, 10] Anwendung finden kann und fir den die ME-Systeme mogliche Trager-

formulierungen in einem Arzneimittel reprasentieren kénnen.

4.2.2 THEORETISCHER HINTERGRUND

Die Permeation beschreibt den Stoffdurchgang einer Substanz durch eine Barriere, die ein
Donorkompartiment von einem Akzeptorkompartiment trennt. Zu Beginn ist der Stoff
vollstandig im Donor geldst, und im Akzeptor befindet sich das reine Losungsmittel. Die
Substanz beginnt im Verlaufe des Versuchs, durch die Barriere hindurch in die
Akzeptorphase zu diffundieren. Dabei ist es fir die Erhaltung des Flux in Akzeptorrichtung
wichtig, die Konzentration im Akzeptorkompartiment mdglichst niedrig zu halten, so dass

Sink-Bedingungen gegeben sind (< 10% der Sattigungsléslichkeit).

Nach einer bestimmten Zeit (Lag-time, s.u.!) hat sich in der Barriere ein konstantes
Konzentrationsgefalle gebildet, das ein zeitunabhéngiges Verhéaltnis der Donor- und
Akzeptorkonzentration zur Folge hat [91]. Das System befindet sich dann im Fliel3-
gleichgewicht oder Steady-state. Wenn weiterhin gegeben ist, dass die ruhenden Schichten
an den Grenzflachen der Barriere keinen wesentlichen Einfluss auf die Permeation haben
und die Ubergangswiderstande klein sind [91], kann der Permeabilitatskoeffizient Py einer

Substanz durch eine Membran nach folgender Gleichung berechnet werden:

dc V
~ =%
dt  Axc, 60

Hierbei bedeuten dc/dt die Konzentrationsanderung im Akzeptorkompartiment Gber die Zeit,
was gleichbedeutend ist mit der Steigung einer aus der Konzentration Uber die Zeit aufgetra-
genen Geraden. V steht fur das Akzeptorvolumen, A fur die Flache der Barriere und c, fur die
Ausgangskonzentration im Donator. Der Faktor 60 ergibt sich aus der Umrechnung der
Ublicherweise in Minuten angegebenen Versuchszeit in Sekunden, da die géangige Einheit

des Permeationskoeffizienten cm/s ist.

Der Steady-state-Zustand muss nicht von Beginn an herrschen. Es kann sich vielmehr erst
nach einer Verzdgerungszeit, die bendtigt wird, um einen einheitlichen Konzentrations-
gradienten in der Barriere aufzubauen, ein FlieRBgleichgewicht einstellen. Diese Zeit ergibt
sich aus der Extrapolation des linearen Teils der Geraden aus Konzentration Uber Zeit auf
die x-Achse und wird auch als Lag-time bezeichnet. Die Lag-time ist proportional zum

Quadrat der Barrierendicke und damit stark abhangig von dieser Grol3e.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 53

4.2.3 ERGEBNISSE

Die Permeationsstudien wurden durchgefiihrt mit in der Arbeitsgruppe entwickelten [128] und
weiter modifizierten Ussing-Kammern. Besonderes Augenmerk war dabei auf die unter-
schiedlichen Membran-Beschaffenheiten zu legen, die ein Aufrechterhalten der Wélbung im
Falle der Kornea und ein ausreichendes Abdichten der Kammer mit der dinnen Mukosa
erforderten. Diesen Anforderungen wurde durch zwei unterschiedliche Methoden, die
Membran zu fixieren, Rechnung getragen (s. Kap. 5.2.10). Alle versuchsrelevanten Para-

meter der Kammern, wie Kammervolumina und Permeationsflache, blieben jedoch gleich.

Die jeweiligen Permeationskoeffizienten (Pey) konnten nur dann berechnet werden (s.
Kap. 4.2.2), wenn folgende Voraussetzungen fir die Versuchsreihe gegeben waren:
1. Pro Einzelversuch (d.h. pro Kammer) konnten mindestens zu den drei letzten

Probeentnahmezeiten von 0O verschiedene Konzentrationen bestimmt
werden.

2. Die gemessenen Werte standen bei Auftragung Uber die Zeit in einem
linearen Zusammenhang (R2 > 0,95).

3. Die Ergebnisse jeder einzelnen Kammer einer Versuchsreihe (n=5-23)
entsprachen mindestens diesen genannten Voraussetzungen.

Vor allem fur die verhaltnismaRig dicke Kornea ergab sich in mehreren Fallen eine
ausgedehnte Lag-time, so dass teilweise erst zur vorletzten oder letzten Entnahmezeit
Substanz im Akzeptor detektiert werden konnte. Fir diese Versuchsreihen konnte daher kein
Pet berechnet werden, so dass fir eine Interpretation und Einordnung der Daten mit den
Uber die Gesamtversuchszeit (90 bzw. 300 min) kumulierten Substanzmengen Q gearbeitet

wurde.

4.2.3.1 Androstendion

Fur einen Vergleich aller drei Membranen (Schweinekornea, Rindernasenmukosa,
Nephrophan®) wurde der P fir AD jeweils aus EBS-Puffer-Lésung sowie aus den ME-
Zubereitungen ME-CD und ME-PG bestimmt. Um weiterhin den Einfluss der
Einzelbestandteile der ME auf die AD-Permeation zu ermitteln, erfolgte deren Zugabe zur
AD/EBS-L6sung im Donatorkompartiment. In weiteren Experimenten wurde die jeweilige
Membran mit einer arzneistofffreien Pufferlosung der entsprechenden Testsubstanz
vorinkubiert (vgl. Kap. 5.2.10). Um deren Einfluss auf die Membranintegritat zu prufen, wurde
anschliefend AD aus EBS durch diese vorbehandelte Membran permeiert. Fur alle

Testzubereitungen lag die AD-Konzentration einheitlich bei 25 ug/ml (0,087+10° Mol/ml).
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Fur die Kornea ergab sich bereits bei der Permeation von AD aus EBS eine Lag-time, die bei
den anderen Geweben teilweise erst nach Hinzufligen eines Adjuvans auftrat. Die jeweiligen
Verzdgerungszeiten sind in den folgenden Tabellen (Tabelle 10 ff.) unter dem zugehérigen
Pe~Wert aufgefuhrt. Hierbei ist zu bertcksichtigen, dass fiir die Versuchsreihen, fir die kein
P« bestimmt werden konnte (s. oben!), folglich auch keine Lag-time zu berechnen war.
Werte fur die Lag-time, die unterhalb der ersten Probenahmezeit lagen, sind nicht ange-

geben.

4.2.3.1.1 Untersuchungen mit HP-g-CD

Erwartungsgeman unterschieden sich die Py von AD fir Kornea und Mukosa deutlich. In
Tabelle 10 sind die ermittelten P fir AD aus EBS sowie unter Einfluss von HP-gCD

dokumentiert.

Die Versuche mit Nephrophan® wurden sowohl in den Kammern fiir Mukosa mit den
entsprechenden Probenahmezeiten (s. Kap. 5.2.10) als auch im Kornea-Modell mit den
grolBeren Probezeitintervallen und der langeren Versuchsgesamtdauer durchgefiihrt. Beim
Vergleich der resultierenden Pz aus den 90 min- und 300 min-Versuchen unter Zusatz von
9% HP-g-CD ergab sich fir die Messreihen ein statistisch signifikanter Unterschied, so dass
die Nephrophan®-Ergebnisse im Folgenden den Versuchszeiten entsprechend aufgefiihrt
werden. Als mogliche Ursache fir den Unterschied der HP-g-CD-Werte kann eine anfang-
liche Retardierung der AD-Permeation, die jedoch keine Lag-time ergab, aufgrund von
Assoziat- oder Schichtbildung der HP-g-CD-Molekile auf der Membran in Betracht gezogen
werden. Die aus den Versuchen resultierenden Geraden unterschieden sich daher aufgrund
der unterschiedlichen Gesamtversuchszeiten bzw. Probenahmeintervalle in ihren Steigun-
gen. In ME-CD (Tabelle 12) kam dieser Effekt aufgrund von Wechselwirkungen bzw.

Konkurrenz der Einzelkomponenten mit der CD-Kavitét nicht zum Ausdruck.

Fur die Permeation aus EBS-Ldsung ergibt sich ein anndherndes Verhdltnis der Werte
Mukosa : Kornea : Nephrophan® von 3 : 1: 4, was bereits die relativ gute Permeabilitat der
Mukosa erkennen lasst. Allerdings bleibt dieses Verhaltnis fur die weiteren Versuche nicht in

jedem Fall bestehen.
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Tabelle 10:

Pess und Lag-time fur AD (25 pg/ml) aus EBS und Formulierungen mit HP-gCD

Formulierung  Pes[10°scm/s] @

Lag-time [min] 2

Mukosa Kornea Nephrophan®
90 min 300 min

EBS 2,19+0,78 0,73+0,15 2,82 +0,58 3,09+0,84
(%) 449 + 23,0 (%) (%)

HP-gCD (1:1) 2,02+1,34 0,88+0,14 * 3,30 +0,79 3,00 +0,36
%) 66,5 + 16,3 %) %)

HP-gCD (1:2) 2,01+0,42 0,91 +0,10 ** 3,32 +0,20 3,45+0,21
%] 69,2 + 19,1 %) %)

HP-gCD 9% 1,31+£0,84 nicht berechenbar 0,93 + 0,05 ** 1,15+ 0,12 **
%) nicht berechenbar %) %)

HP-g-CD vi 1,58 £ 0,43 0,50 + 0,08 ** 2,82 +0,73

nicht durchgefihrt

%] 63,9 £12,2 %)

%+ SD, n 0 5; vi = vorinkubiert
* signifikant (* p < 0,05;** p < 0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

Um die kumulierte Arzneistoffgesamtmenge nach Permeation durch Mukosa und Kornea
vergleichen zu kdnnen, wurde eine Versuchsreihe mit AD/EBS durch Kornea tiber 90 min mit
den analogen Entnahmezeiten der Mukosa-Studien durchgefiihrt. Es resultierte nach
Versuchsende fiir die Kornea ein Qg-Wert von 0,89% + 0,42 und fir die Mukosa von
6,23% + 2,68 bezogen auf eine jeweilige Ausgangskonzentration von 25 pg/ml AD. Bei
gleichen Versuchsbedingungen betrédgt demnach die Permeationsrate nach 90 min fur die
Kornea lediglich ein Siebtel der AD-Menge, die in der gleichen Zeit durch Mukosa permeiert.
Per (0,64 +0,32¢10° cm/s) und Lag-time (43,3+2,6 min) durch Kornea nach 90 min
unterschieden sich dagegen nicht von den Werten, die nach 300 min erhalten wurden (vgl.
Tabelle 10).

Der Zusatz von HP-gCD in einem molaren Verhdltnis zu AD von 1:1 (entsprechend
0,012% CD) und 1:2 (entsprechend 0,024% CD) fuhrte im Fall der Kornea zu einem signifi-
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kanten Anstieg der P Bei den beiden anderen Barrieren war der Unterschied statistisch
nicht relevant. Addition von 9% HP-g-CD (entsprechend einem molaren AD/CD-Verhéltnis
von 1:764) hingegen, was der Konzentration in der ME-Komposition (ME-CD) entspricht,
fuhrte mit Ausnahme der Mukosa zum signifikanten Absinken der Permeabilitats-

koeffizienten.

In der Literatur wird von maximalen Permeationsraten in Gegenwart von CD berichtet, wenn
diese Hilfsstoffe lediglich in Konzentrationen zugegeben werden, die gerade zum vollstan-
digen Auflésen des Arzneistoffs erforderlich sind [105, 106, 129], was einer maximalen CD-
Zugabe entsprechend dem molaren Verhaltnis des gebildeten Einschluss-Komplexes
gleichzusetzen ist. Bei Uberschreiten dieses Verhaltnisses wird der Anteil an komplexiertem
Arzneistoff aufgrund der erhéhten CD-Konzentration angehoben. Damit liegt weniger
diffusionsfahiger unkomplexierter Arzneistoff vor und die Verfiigbarkeit der Substanz wird
abgesenkt [16, 130].

Die Ergebnisse der Versuche mit der hohen HP-g-CD-Konzentration von 9% sind sicher im
Einklang mit diesen Literaturdaten zu interpretieren. Andererseits macht der Vergleich der
CD-beeinflussten Permeabilitdten der verschiedenen Gewebe deutlich, dass lediglich fur die
Kornea mit geringer CD-Konzentration (1:1 und 1:2, s. Tabelle 10) ein positiver Effekt erzielt
werden konnte, was letztlich flr eine gewisse Spezifitdt der Gewebe spricht und Verallge-

meinerungen erschwert.

Wie bereits in Kap. 3.1.2 beschrieben, besitzt das Epithel der Kornea eine fest anhaftende
Glykokalix, die unter physiologischen Bedingungen die Mukusschicht des Tranenfilms
.befestigt" und der Epithel-Oberflache einen hydrophilen Charakter verleiht [22]. Aufgrund
ihrer Verankerung in der Zellmembran wird vermutet, dass die Glykokalix und damit die
oberflachliche Hydrophilisierung des Epithels wahrend der durchgefiihrten Experimente
erhalten bleibt. Das zur MolekulauRenseite hin hydrophile CD kann somit als Carrier fiir das
inkludierte lipophile AD fungieren und seine Konzentration am Epithel deutlich steigern, wie
es auch fur andere Gastmolekiile gefunden wurde [16]. Im Falle der Mukosa dagegen kann
das AD direkt in die nach auB3en lipophilen Epithelzellen penetrieren, und bei der Nephro-
phan®Membran erfolgt eine Porendiffusion, wobei in beiden Féllen keine permeations-

férdernde Wirkung des CD zu erwarten ist.

Um einen direkten Einfluss des CDs auf die Membranintegritdt zu erfassen, wurden die
Gewebe mit einer 9%igen HP-g-CD L&sung vorinkubiert (s. Kap. 5.2.10) und anschlielend
die Permeationsrate von AD aus EBS bestimmt. Lediglich bei der Kornea zeigte sich ein

signifikanter Effekt mit einer wider Erwarten reduzierten Permeabilitdt. Als mdgliche
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Erklarung daftr bietet sich an, dass bei der Vorinkubation CD-Moleklle durch Wechsel-
wirkungen mit der Glykokalix oder mit Mukusresten an der Epitheloberflache fixiert werden.
Ein nachfolgendes Eindringen des AD in die Membran kénnte dann durch Interaktionen mit
diesen CD-Molekiilen behindert sein, was sich zudem in einer erhdhten Lag-time
widerspiegelte (vgl. Tabelle 10). Bei einer Membranschadigung wéare dagegen ein
signifikanter Anstieg der Permeabilitdt zu erwarten [125, 131], hervorgerufen durch die
potentielle Fahigkeit der CD, Membranbestandteile, wie Phospholipide und Cholesterol, zu
extrahieren [132]. In der Literatur werden viele CD im Allgemeinen als gut membran-
vertraglich beschrieben [6, 59, 133, 134]. Fur HP-g-CD werden seine Fahigkeit, Cholesterol

zu solubilisieren sowie seine hamolytische Aktivitat als gering eingestuft [6].

Bemerkenswert bei den Kornea-Resultaten (vgl. Tabelle 10) ist, dass auch in den
Versuchsreinen mit den molaren AD/CD-Verhéltnissen (1:1 bzw. 1:2 AD/HP-gCD) bei
signifikant erhdhten P¢y die Lag-time verlangert war. Diese Ergebnisse kdnnten ein weiterer
Hinweis auf die oben diskutierte Carrier-Funktion des CDs sein. Einerseits wird die
Verweildauer und Konzentration des AD an der ,hydrophilisierten* Membran (s. oben!) durch
die Komplexierung mit dem CD erhoht, andererseits jedoch muss die Substanz vor einer
Penetration in das Kornea-Epithel zuerst aus der CD-Kavitat diffundieren. Einen &hnlichen
Mechanismus beschreiben Kristinsson et al. [135] fur Co-Komplexe aus CD und lipophilem

Arzneistoff mit Hydroxypropylmethylcellulose.

Die Vorinkubation von Nephrophan® diente der Beweisfiihrung hinsichtlich des vollstandigen
Ausspllens der CD-Lésung aus der Kammer bzw. von der Membranoberflache und flihrte
erwartungsgemalr zum gleichen P¢-Wert wie bei der Referenz mit EBS ohne Vorbehandlung
(s. Tabelle 10).

4.2.3.1.2 Untersuchungen mit Cremophor® EL

Tabelle 11 zeigt die PeWerte unter Einwirkung von CrEL, wobei, wie auch in allen weiteren
Tabellen zu den Permeationsstudien, als BezugsgroRe die EBS-Werte aus Tabelle 10
wiederholt sind. Bei Zugabe von 20% CrEL zur AD-Ldsung wurden alle Permeations-
koeffizienten hoch signifikant reduziert. Fir Kornea und Nephrophan® (90 min) lieR sich
aufgrund der grol3en Lag-time kein PgWert und damit auch kein Wert fir die Lag-time
berechnen. Fur die Mukosa bewirkte der Zusatz von CrEL die einzige signifikante Redu-

zierung des Pgy.

Es ist davon auszugehen, dass der lipophile Arzneistoff von dem Tensid CrEL durch

Mizelleinschluss solubilisiert [74] und in den Mizellen relativ fest fixiert wird (CMC von CrEL,
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20%ig in Wasser < 0,1%). Eine Gegeniberstellung zu den mit 9% HP-gCD erhaltenen Pgg-
Werten (vgl. Tabelle 10) verdeutlicht fur alle drei Membranen eine weitere Reduzierung, die
im Falle von Nephrophan® statistisch signifikant ist. Offenbar ist der Mizelleinschluss des

Arzneistoffs stabiler als der CD-Einschlusskomplex.

Tabelle 11:  Pg; und Lag-time fir AD (25 pg/ml) aus EBS und mit CrEL-Zusatz

Formulierung  Pe;[10°scm/s] @

Lag-time [min] 2

Mukosa Kornea Nephrophan®
90 min 300 min
EBS 2,19+0,78 0,73+0,15 2,82 +0,58 3,09+0,84
(%] 449 £ 23,0 (%] (]
CrEL 20% 0,50 £ 0,11 ** nicht berechenbar nicht berechenbar 0,15 + 0,03 **
%] nicht berechenbar nicht berechenbar %)
CrEL vi 1,61+ 0,59 0,55+0,12* 3,31+ 0,68

nicht ermittelt
(%) 78,3+ 20,9 (%)

%+ SD, n 5; vi = vorinkubiert
* signifikant (* p < 0,05;** p < 0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

Eine Vorinkubierung der Gewebe mit einer 20%igen CrEL/EBS-L6sung hatte wiederum allein
fur die Permeabilitat der Kornea eine signifikante Reduzierung zur Folge. Viele Tenside
weisen eine permeationsfordernde Wirkung auf, die darauf beruht, dass die Tensidmolekiile
partiell in die Membran eingelagert werden und bei steigender Konzentration Lipide
herauslésen bzw. solubilisieren kénnen [136]. Dartiber hinaus wird fir einige Tenside auch
eine direkte Wirkung auf die Tight-junctions diskutiert [136]. Fur CrEL kann unter den
Versuchsbedingungen angenommen werden, dass kein membranschadigender Effekt auf
die biologischen Membranen ausgeulibt wird, da ansonsten eine erhfhte Permeationsrate die
Folge sein musste. Dieser Befund bestétigt die Ergebnisse von Berndt [74]. Bei den Daten
fur die Kornea fallt wiederum eine signifikante Verlangerung der Lag-time auf, die in diesem
Fall mit einer Belegung der Membranoberflache mit Tensid-Molekilen begriindet werden
kann. Die Cellulosemembran wurde ebenfalls vorinkubiert, um sicher zu gehen, dass keine

in der Kammer verbleibenden Reste der Tensidlosung die nachfolgende Permeation
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beeinflussen, sondern quantitativ ausgespilt werden, was durch den von der Referenz nicht

verschiedenen P¢s bestatigt wurde.

4.2.3.1.3 Untersuchungen mit den Mikroemulsionen ME-PG und ME-CD

Im Hinblick auf eine potentielle Anwendung als Arzneistofftragersysteme war eine
Untersuchung der AD-Permeation aus den beiden Zubereitungen ME-PG und ME-CD
(Zusammensetzung vgl. 4.1.2) von besonderem Interesse. Beide ME bewirkten ein Absinken
des Pes (Tabelle 12), was aber nur bei der Kornea und Nephrophan® signifikant und im Fall
von ME-PG jeweils starker ausgepragt war. De facto erfolgte aus ME-PG durch
Nephrophan® bis zu 300 min iberhaupt keine Diffusion, und fir die Kornea war fiir ME-CD
bzw. ME-PG erst nach 240 bzw. 300 min eine sehr geringe AD-Konzentration zu detektieren,

so dass sich weder P noch Lag-time berechnen lie3en (vgl. Tabelle 12).

Es ist zu vermuten, dass bei diesen heterogenen Mehrkomponentensystemen der Vertei-
lungskoeffizient des AD in der Formulierung sowie zwischen Tragersystem und Membran
eine wesentliche Rolle spielt und das CD dabei einen entscheidenden Einfluss austibt. Wie
unter Kap. 4.1.4.1 beschrieben, bewirkte ein HP-g-CDZusatz zur wassrigen AD-L6sung eine
Reduzierung des VKj,n von 149,66 auf 0,43, wohingegen PG lediglich auf einen Wert von
80,80 reduzierte. In der ME mit HP-gCD kann das AD durch Einschluss in die CD-Kavitat
vermutlich in den wassrigen Bereichen des Systems gehalten werden, aus denen die
Penetration in die Barriere moglich ist. Ohne CD wird sich der lipophile Wirkstoff vorrangig zu
den lipophilen Bereichen der ME orientieren und aufgrund seines relativ hohen VK, wenig
Tendenz zeigen, in die wassrigen Regionen und von dort in die Membran zu diffundieren.
Fiur eine Wechselwirkung des HP-gCD mit AD im ME-System spricht auch die deutlich
hdhere Sattigungsloslichkeit von AD in ME-CD im Vergleich zu ME-PG (s. Kap. 4.1.4.2).
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Tabelle 12: P und Lag-time fur AD (25 pg/ml) aus EBS, ME-PG und ME-CD

Formulierung P [10scm/s] 2

Lag-time [min] 2

Mukosa Kornea Nephrophan®
90 min 300 min

EBS 2,19+0,78 0,73+0,15 2,82 +0,58 3,09+0,84

%] 449 + 23,0 (%) (%)
ME-PG 1,98 £ 0,47 nicht berechenbar 0,00 =0 * 0,00+0*

251+125 nicht berechenbar  nicht berechenbar  nicht berechenbar
ME-CD 1,78 £ 0,89 nicht berechenbar 0,61 + 0,13 ** 0,72 £ 0,04 **

225+15,6 nicht berechenbar 15,3+ 9,8 %)

%+ SD, n[ 5; * signifikant (* p < 0,05;** p < 0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

Abweichend hiervon ergaben die P.; der ME firr die Mukosa keinen Unterschied zum EBS-
Wert (Tabelle 12). Das Verteilungsverhalten von AD in der Zubereitung und zur Membran
nimmt hier offenbar keinen Einfluss auf die Permeation des Wirkstoffs. Der Lipidgehalt der
Mukosa, der von Corbo et al. [48] fur Kaninchen mit 12% ermittelt wurde, scheint in diesem
Fall eine zusatzliche lipophile Phase darzustellen, durch die AD relativ leicht zu permeieren
vermag. Allerdings beginnt aus beiden ME die Mukosa-Permeation verzdgert, wie aus der
ermittelten Lag-time (Tabelle 12) zu ersehen ist. Der Konzentrationsgradient in der Membran
kann sich vermutlich, bedingt durch die verlangsamte Diffusion von AD aus dem

Tragersystem an die Grenzflache, nur verzdgert aufbauen.

Fur eine weitere Interpretation dieser Ergebnisse kdnnte eine Permeation aus IPM hilfreich
sein. Diese war jedoch zum gegebenen Zeitpunkt nur noch fir Nephrophan® und Kornea
durchfuhrbar, da Arbeiten mit Rinder-Mukosa aufgrund der nach der BSE-Krise drastisch
erhoéhten Sicherheitsauflagen (Arbeiten mit Hochrisiko-Material) nicht mehr durchgefihrt
werden konnten. Aus der lipophilen Grundlage IPM permeierte AD erwartungsgemal weder
durch Kornea noch durch Nephrophan® innerhalb der Versuchszeiten. Méglicherweise ist
jedoch eine Permeation des AD durch die lipophile Mukosa zu einem gewissen Grad moglich

und konnte den im Vergleich zu den anderen Membranen kaum reduzierten P.z aus ME-PG
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erklaren. Berndt [74] fand aus Rizinusol eine stark verminderte, aber messbare Permeation

von AD durch Rindernasenmukosa.

Um den Einfluss von HP-gCD in ME-CD auf das AD-Permeationsverhalten durch Mukosa
differenziert beurteilen zu kdnnen, wurden Versuche mit der ME-Grundmischung (GM), d.h.
ohne HP-g-CD im Tragersystem (s. Kap. 4.1.2), durchgefiihrt. Darliber hinaus wurde die
Herstellung von ME-CD in der Weise variiert, dass AD in die isolierte lipophile Phase (ADj;),
anstatt wie Ublich in die hydrophile Phase, inkorporiert wurde (s. Kap. 5.2.2). Die gemes-
senen Pg sind in Abb. 13 als Balkendiagramm dargestellt, um den Trend der Werte zu
veranschaulichen, da sich bei der statistischen Auswertung der Daten keine signifikanten
Unterschiede ergaben.

2.00 -
@ 150
£
L
9 1.00 -
—
*
2° 0.50 - T
0.00
ME-GM ME-CD ME-CD
(ADjip)

Abb. 13: Pe; von AD (25 pg/ml) durch Mukosa fur unterschiedlich hergestellte ME-CD bzw.
ME-Grundmischung (ME-GM)

Der Zusatz von CD, sowohl bei Einarbeitung von AD in die lipophile (AD;p) als auch in die
wassrige Phase (ME-CD) scheinen die Permeation der Substanz gegeniber der GM
tendenziell zu begunstigen. Der Pyt von AD aus ME-GM liegt in der Grolienordnung des
Wertes, der mit der 20%igen CrEL-LOsung erhalten wurde (s. Tabelle 11). Wie schon bei den
SAXS-Untersuchungen in Kap. 4.1.3.4 angenommen, stellt die GM ein Solubilisat dar, in
dem vermutlich auch der zugesetzte Arzneistoff durch CrEL solubilisiert und daher, ebenfalls
wie in der 20%igen CrEL-L6sung, in Mizellen eingeschlossen vorliegt (vgl. Kap. 4.2.3.1.2).
ADj, stellt ein ME-System dar und weist damit andere innere Strukturen auf, so dass
moglicherweise die Fixierung des Arzneistoffs hier schwacher ist, als in den AD-Solubilisaten
ME-GM und der 20%igen AD/CrEL-Lésung. Aufgrund der Vorgehensweise bei der
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Herstellung von ME-CD wird angenommen, dass HP-g-CD durch Inkludierung das lipophile

AD verstarkt in den wassrigen Bereichen der Formulierung halten kann (s. oben!).

Um weiterhin den membranunabhangigen Einfluss des Kotensids PG sowie den konzen-
trationsabhangigen Einfluss des Tensids CrEL auf die AD-Permeation ndher zu beleuchten,
wurde der P fiir 9% PG und 1% CrEL in EBS durch Nephrophan® bestimmt. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 13 dargestellit.

Tabelle 13: Pess und Lag-time von AD (25 pg/ml) durch Nephrophan® unter Einfluss von
9% PG und 1% CrEL

Formulierung Peit [10°ecm/s] 2

Lag-time [min] ?

Nephrophan®
90 min 300 min
EBS 2,82 +0,58 3,09+0,84
1) 1)
PG, 9% 3,72+041* 3,75+0,3*
1) 1)
CrEL ,1% nicht ermittelt 2,00 + 0,56 **

nicht ermittelt 0]

®+SD, n =5-6;
* signifikant (* p<0,05;** p<0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

Die gemessenen Werte sind alle signifikant unterschiedlich zum jeweiligen EBS-Wert. PG
hat einen permeationsfordernden, CrEL einen -vermindernden Effekt. Da in einer Tensid-
[6sung oberhalb der CMC die Anzahl an gebildeten Mizellen mit steigender Konzentration
linear zunimmt bis schlie3lich héher organisierte Strukturen auftreten [91], ist das signifikant
bessere Permeationsverhalten des AD aus einer 1%igen CrEL-LOsung gegenlber einer
20%igen (Pe: 0,15 bzw. 2,00¢10®° cm/s) mit der geringeren Anzahl an Mizellen zu erklaren.
Mdglicherweise liegen in der 20%igen CrEL-L&sung bereits vereinzelt Bereiche mit einem
héheren mizellaren Ordnungszustand vor, wobei allerdings in den SAXS-Messungen (vgl.
Kap. 4.1.3.4) lamellare Strukturen ausgeschlossen werden konnten. Bereits in der 1%igen

Lésung wurde AD jedoch mizellar solubilisiert (CMC < 0,1%), wodurch seine Permeations-
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rate im Vergleich zu EBS vermindert war. Die permeationssteigernde Wirkung des PG
konnte auf einer Hydrotropisierung des Arzneistoffs [26] und einer damit verbundenen
verbesserten Diffusion des AD zur Membran beruhen. In der Formulierung ME-PG scheint

dieser Effekt auf die AD-Permeation jedoch keinen Einfluss zu nehmen (s. Tabelle 12).

4.2.3.1.4 Untersuchungen mit der Mikroemulsion ME-ION und mit
HTAP-b-CD

In weiteren Experimenten wurde das Permeationsverhalten von AD aus dem System
ME-ION (Zusammensetzung vgl. Kap. 4.1.2) mit dem kationischen HTAP-b-CD sowie der
Einfluss dieses ionischen CDs auf die Membranen Kornea und Nephrophan® untersucht
(Tabelle 14).

Tabelle 14: Pess und Lag-time fur AD (25 pg/ml) aus ME-ION und mit HTAP-b-CD

Formulierung Pei [10°ecm/s] 2

Lag-time [min] 2

Kornea Nephrophan®
300 min
EBS 0,73x0,15 3,09+0,84
449 + 23,0 (%)
HTAP-b-CD, 9% 0 1,55 £ 0,08 **
7] &
ME-ION 0 1,13+ 0,10 **
7] &

®+sSD,nO5
** signifikant (p < 0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

In diesem Fall wurde mit Nephrophan® lediglich der 300 min-Versuch durchgefiihrt, da
Mukosa nicht mehr mit einbezogen werden konnte (s. vorn!). Das kationische CD (vgl.
Kap. 3.5.4) wurde mit der Erwartung ausgewabhlt, dass durch die der biologischen Membran
entgegengesetzte Ladung die Konzentration an AD/CD-Komplexen an der Barriere erhdht

werden konnte [78].
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Durch die Cellulose-Membran permeierte aus den ionischen CD-Formulierungen nach
300 min signifikant weniger AD als aus EBS. Andererseits lagen die Nephrophan®-Werte fiir
ME-ION tendenziell héher als fur ME-CD (s. Tabelle 12, P =0,72 cm/s) bzw. fir
HTAP-b-CD hoher als unter Zusatz von HP-g-CD (s. Tabelle 10, Pst = 1,15 cm/s), ergaben

jedoch keine Signifikanzen zu diesen Werten.

Wie in Kap. 4.1.4.3 nachgewiesen, wurde AD von HTAP-b-CD inkludiert, wobei fir diesen
Komplex annahernd dieselbe Komplexstabilitatskonstante ermittelt wurde wie fir den
HP-g-CD-Komplex. Aus diesem Grund kann eine Reduzierung der AD-Permeation mit
HTAP-b-CD in gleicher Weise diskutiert werden, wie unter HP-g-CD-Zusatz (s. Tabelle 10

und nachfolgenden Text!).

In Analogie zum Permeationsverhalten aus ME-CD ist auch fir ME-ION zu vermuten, dass
das CD den Arzneistoff in den wassrigen Bereichen des Systems zurlickhalt (s. oben!). Der
Arzneistoff liegt somit in geloster Form an der Membran vor. Die Reduzierung des VKipm
(s. Kap. 4.1.4.1) durch HTAP-b-CD von 149,66 auf 0,81 + 0,05 unterstiitzt diese Annahme.

Darlber hinaus ist eine elektrochemische Wechselwirkung zwischen der negativ geladenen
Kornea-Epithel-Oberflache [71] und dem Kkationischen CD denkbar und koénnte eine
Kumulierung von Arzneistoff am Epithel bewirken bzw. einen enhancenden Effekt austiben
[79]. Jedoch erfolgte keine Erhdhung der Permeationsrate. Klang et al. [81] fanden dagegen
bei In-vivo-Studien an Kaninchen erhthte Wirkstoffspiegel fir Indomethacin im Kammer-
wasser und in der Netzhaut nach Verabreichung aus einer kationischen im Vergleich zu
einer negativ geladenen Submikronemulsion und fuhren dies auf eine verlangerte Wechsel-

wirkung zwischen Formulierung und Epithel zurick.

4.2.3.1.5 Permeationsrate

Der Vollstandigkeit halber und zum besseren Vergleich der Daten sind in der folgenden
Tabelle (Tabelle 15) die kumulierten Substanzmengen fir die Versuche aufgelistet, fir die
infolge zu langer Lag-time kein Pt berechnet werden konnte. Die betreffenden Werte sind
grau unterlegt dargestellt, da daneben die Ergebnisse fir die nicht betroffenen Membranen

sowie alle EBS-Werte zum Vergleich aufgelistet sind.

Die beiden ME-Zubereitungen erreichten fiir die Mukosa gleiche Durchtrittsraten, wiesen
aber fir die Kornea und Nephrophan® tendenzielle bzw. signifikante Unterschiede auf. Hier
scheint in beiden Fallen ME-CD die geeignetere Grundlage fir eine AD-Permeation zu sein.

Die Zusatze von HP-gCD und CrEL fiihrten, insbesondere bei der Kornea, zu extrem



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 65

niedrigen Durchtrittsraten. Im Falle der Mukosa fallt lediglich die Reduzierung durch CrEL als

signifikant auf.

Tabelle 15:  Kumulierte AD-Mengen (Q) [ug/ml] ® nach der jeweiligen Gesamtpermeationszeit

Formulierung Mukosa Kornea Nephrophan®
90 min 300 min 90 min 300 min
EBS 1,56 + 0,67 0,73 +0,15 1,62 +0,36 6,66 + 1,75
HP-g-CD, 9% 0,84 + 0,60 0,09 + 0,07 ** 0,75 + 0,08 ** 3,30 £ 0,26 **
CrEL, 20% 0,41 + 0,14 ** 0,05 + 0,04 ** 0,21 + 0,18 ** 0,40 + 0,07 **
ME-PG 1,00 + 0,44 0,02 + 0,02 ** 0,00 £ 0 ** 0,00 £ 0 **
ME-CD 1,00 + 0,69 0,11 + 0,04 ** 0,43 + 0,11 ** 1,95+ 0,13 **
®+sSD,n0O5

** signifikant (p < 0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes

4.2.3.1.6 Kapitel-Zusammenfassung

Die wichtigsten Resultate der vorangehend beschriebenen Permeationsstudien mit AD

werden nachfolgend stichpunktartig aufgelistet:

» Die Mukosa wies grundséatzlich hohere Peff auf als die Kornea, und der Einfluss der

Additiva und Formulierungen auf die Permeabilitat war weniger ausgepragt.

> Bei der Permeation durch hydrophile (Nephrophan®) oder teilweise hydrophile
(Kornea) Membranen scheint vor allem dem Polaritdtscharakter der jeweiligen
Formulierung und damit dem Verteilungsverhalten des Arzneistoffs sowohl innerhalb
der Formulierung als auch gegeniber der Membran eine wesentliche Rolle

zuzukommen.

» Lediglich fur HP-g-CD in einem molaren Verhéltnis zu AD von 1:1 bzw. 1:2 konnte
eine signifikante Steigerung der Peff durch Kornea im Vergleich zum EBS-Wert

detektiert werden.
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» In hoherer Konzentration von 9% verursachten beide CD (HP-gCD bzw.
HTAP-b-CD) eine signifikante Verminderung der Arzneistoff-Permeation durch alle

jeweils getesteten Membranen.

» Eine 20%ige CrEL-L6sung, die den Arzneistoff zu solubilisieren und mizellar
einzuschliel3en vermag, fuhrte fir alle Membranen zu einer deutlichen Reduzierung
des AD-Durchtritts.

» Beim Vergleich von ME-CD und ME-PG wurde hinsichtlich der AD-In-vitro-
Verfugbarkeit die Zubereitung ME-CD als vorteilhaft beurteilt. Aufgrund von
Interaktionen zwischen AD und HP-gCD wird der Wirkstoff vermutlich in den
hydrophilen Bereichen der Formulierung gehalten und steht an der Membran in

hoherer Quantitat zur Verfigung.

» Zur Erzielung lokaler Effekte, wie es flr eine okulare Anwendung des AD vorgesehen
ist, kbnnte ME-ION aufgrund des kationischen Charakters eine besonders geeignete
Tragerformulierung darstellen, da in diesem Fall, vermutlich aufgrund von Membran-
Wechselwirkungen des CD mit dem Kornea-Epithel, kein Durchtritt von AD detektiert

wurde und somit nicht die gleichen Effekte vorherrschend waren wie bei ME-CD.

4.2.3.2 Testosteron

Ein Vergleich mit dem Permeationsverhalten des TST aus EBS durch alle Membranen

erbrachte signifikant niedrigere P als fur AD (Tabelle 16).

Bei der In-vitro-Permeation von AD, der physiologischen Vorstufe des TST, resultierte fir alle
drei Gewebe eine hthere Permeationsrate. Vor allem die Kornea zeigte fiir AD eine doppelt
so hohe Permeabilitat wie fir TST. Aus der Literatur konnte entnommen werden, dass TST
einen hdheren Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten aufweist als AD [137; in 138 ange-
geben als log p = 3,22], so dass eine Verschlechterung der Permeationsrate - besonders flir
Nephrophan® und Kornea — zumindest partiell mit der erhéhten Lipophilie des Wirkstoffs zu

erklaren ist.

Da aber auch fir die eher lipophile Mukosa ein signifikanter Rickgang des Pes bei TST
ermittelt wurde, missen weitere Faktoren auf die Permeabilitdt dieses Arzneistoffs Einfluss
nehmen. Im Fall der biologischen Gewebe kann ein, im Vergleich zu AD mdglicherweise
bevorzugter, enzymatischer Umsatz des TST in Betracht gezogen werden, der fiir Kornea

und Mukosa mehrfach beschrieben [43, 139 - 142] und in Kap. 4.3 néher untersucht wird.
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Mdglicherweise sind die Schwankungen der Lag-time durch Kornea ebenfalls auf einen

Einfluss von Enzymen zurtickzufiihren.

Tabelle 16:  P¢; und Lag-time von AD und TST (beide 25 pg/ml) jeweils aus EBS

Wirkstoff Pei [10°ecm/s] 2

Lag-time [min]

Mukosa * Kornea ** Nephrophan®
90 min ** 300 min *
AD 2,19+0,78 0,73+0,15 2,82 +0,58 3,09 £ 0,84
7] 44,9 + 23,0 1] )
TST 1,58 + 0,97 0,32+0,21 1,52 + 0,30 2,26 £ 0,33
@ 42,6 + 44,9 @ @

*+SD,n0O5
Signifikanzen der P¢Werte ermittelt im t-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01

Aufgrund der erzielten Ergebnisse ist eine gesteigerte Bioverfiigbarkeit des AD im
Gegensatz zu TST anzunehmen. Diese Beobachtung war hier unabhangig vom getesteten
Membrantyp prinzipiell zu konstatieren, wobei aber flir eine Wertung der Ergebnisse der

Vergleich mit In-vivo-Studien unbedingt erforderlich ist.

4.2.3.3 Fluorescein-Na

Um die unterschiedlichen Tragersysteme sowie das Arzneistoff-Verteilungsverhalten in
diesen bzw. gegeniiber der Membran néher zu charakterisieren und die Auswirkungen auf
die Permeabilitaten von Schweinekornea' und Nephrophan® weiter zu untersuchen, wurden

Studien mit der hydrophilen Modellsubstanz Fluorescein-Na (FSC) durchgefihrt.

FSC durchdringt eine biologische Membran bevorzugt auf parazellularem Wege, wahrend
bei dem lipophilen AD der transzelluldre Permeationsweg dominiert. Eine parazellulare
Permeation wird in starkerem Malie von Parametern, wie der Molekilgroe der Substanz
[19, 20, 143], dem pH-Wert [43, 144] sowie dem Elektrolytgehalt in der Lésung [44], und

! Mukosa konnte hier leider aus den auf S. 56 beschriebenen Griinden nicht mehr mit einbezogen werden.
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auch weiteren Komponenten der Formulierung [112] beeinflusst. Beispielsweise bewirkt ein
Absenken der Ca®*-Konzentration durch Applikation eines Chelat-Bildners eine Expansion
der Interzellularraume und damit einen Anstieg der parazellularen Permeabilitat [145, 146].
Der FSC-Transport ist daher abhéngig von der Gré3e und Anzahl wassriger Poren in der
Membran sowie vom Zustand der Tight-junctions, die die Zellzwischenraume nach aufRen hin
mehr oder weniger abdichten. Die ermittelten Pot und die jeweilige Lag-time aus den

Permeationsstudien mit FSC sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Die fiir Nephrophan® ermittelten P; lagen fiir FSC in der gleichen GréRenordnung wie die
Werte flr AD (vgl. Tabelle 10 — 14), wohingegen die Kornea fiir FSC weniger permeabel war
und Permeationskoeffizienten ergab, die um eine Zehnerpotenz niedriger lagen als fir AD.
Diese Ergebnisse korrelieren gut mit dem bereits erwéhnten und aus der Literatur bekannten
Zusammenhang zwischen Verteilungskoeffizient (vgl. Kap. 4.1.4.1) und Permeation [47,
147]. Ein Vergleich mit PsWerten fiir FSC durch Kaninchenkornea aus der Literatur ergibt
ebenfalls eine gute Ubereinstimmung [148]. Die Zugabe der Formulierungshilfsstoffe und ME
zur Donatorldsung bewirkte ein signifikantes Absinken der Pe+Werte gegeniber der
Referenz mit EBS, mit Ausnahme der ME-ION, die fir die biologische Membran nur eine

tendenzielle Minderung der Permeabilitat erbrachte.

Ein Zusatz von 9% HP-gCD bzw. HTAP-b-CD senkte die Permeation von FSC durch
Nephrophan® und Kornea signifikant, wobei HTAP-b-CD den tendenziell starkeren Einfluss
austibte (Tabelle 17). Fir die Lag-time der Kornea-Versuche konnte unter Zugabe der CD
eine Abnahme detektiert werden (signifikant fir HTAP-b-CD). Die Wechselwirkung zwischen
FSC und den CD wurde nicht naher untersucht, aber aufgrund der Permeationsergebnisse
ist eine Inklusion der Substanz in beide CD nicht auszuschlieen. In der Literatur konnten
Hinweise auf CD-Inklusionsbildungen mit hydrophilen Stoffen gefunden werden [101, 128,
149].
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Tabelle 17:  P¢; und Lag-time von FSC (25 pg/ml) durch Kornea und Nephrophan®

Peit [10 ecm/s] 2

Lag-time [min] ®

Formulierung

Kornea Nephrophan®
300 min
EBS 0,99 + 0,86 343+54
120,2 £ 22,2 1)
HP-gCD 9% 0,37 £0,29 * 17,2 +1,2 **
94,1 + 37,3 (%)
HP-g-CD vi 0,49+0,70 _ .
nicht ermittelt
123,8 + 36,3
CrEL 20% 0,15 + 0,08 ** 22,8+1,7*
95,5+ 30,1 0]
CrEL vi 0,48 + 0,48
nicht ermittelt
121,1+£21,9
HTAP-b-CD 9% 0,18 + 0,24 ** 145+1,0 **
72,6 £ 56,7* (%)
HTAP-b-CD vi 0,74 + 0,55 _ .
nicht ermittelt
126,7 £+ 25,9
ME-PG nicht berechenbar 191+1,6*
nicht berechenbar 79,5 + 27,8%*
ME-CD 0,13 £ 0,05 ** 11,8+ 1,7 **
145,4 + 22,7 56,0 + 9,5**
ME-ION 0,48 + 0,26 154 +1,3*
151,8 £+ 20,7 0]
2+sSD,n0O9

* signifikant (* p<0,05;** p<0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes
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Auch hydrophile Interaktionen mit der &uReren Hille der CD-Molekiile kommen in Betracht.
Fur HTAP-b-CD sind dartber hinaus aufgrund der gegensatzlichen Ladung zu FSC ionische
Wechselwirkungen anzunehmen, die die starkere Reduzierung der FSC-Permeation

gegeniber HP-g-CD erklaren kénnten.

Mit den CD vergleichbare Effekte bewirkte ein Zusatz von CrEL (Tabelle 17), der den
Permeabilitatskoeffizienten und ebenfalls die Lag-time fur den Durchtritt von FSC durch
Kornea absenkte. Im Fall von Nephrophan® war die FSC-Permeation mit CrEL im Vergleich
zu HP-g-CD und HTAP-b-CD signifikant hdher, jedoch gegeniber EBS ebenfalls signifikant
reduziert. Fir das hydrophile FSC wird im Gegensatz zum lipophilen AD keine Einlagerung
in die Tensid-Mizellen, sondern eher eine Interaktion mit den hydrophilen Kopfgruppen des
CrEL angenommen. Mdoglicherweise sind die Tensid-Wechselwirkungen in diesem Fall
schwacher als die CD-Interaktionen und konnen die unterschiedlichen P¢s durch

Nephrophan® erklaren.

Eine Vorinkubierung des biologischen Gewebes mit den CD bzw. CrEL flhrte lediglich zu
einem tendenziellen aber nicht signifikanten Absinken der Permeabilitat. Die Lag-time blieb
nach Vorinkubation mit allen drei Adjuvantien unverandert. Da im Gegensatz hierzu in
Anwesenheit der drei Zusatze im Donatormedium jeweils kirzere Verzégerungszeiten
ermittelt wurden, ist anzunehmen, dass ein reversibler, eventuell primar enhancender Effekt
auf das Kornea-Epithel ausgeiibt wird. Es wére denkbar, dass die CD ein temporares Offnen
der Tight-junctions, wie Marttin et al. [150] fur RAMEB?! beschreiben, Poren oder eventuell
lonenkanale [6] initiieren. CrEL dagegen kann sich durch seinen amphiphilen Charakter, wie
schon bei den AD-Versuchen angenommen (vgl. Kap. 4.2.3.1.2), an die biologische
Membran anlagern oder aber aufgrund von Wechselwirkungen mit der Zellmembran den
Zellverband auflockern und ein Eindringen von Substanzen erleichtern [136]. Es ist
anzunehmen, dass diese Effekte jedoch hauptsachlich auf den parazellularen Transportweg

beschrankt bleiben, da vergleichbare Beobachtungen fiir AD nicht gemacht werden konnten.

Allerdings miissen bei einer Interpretation dieser Ergebnisse die Fehlergrenzen der Peg
bertcksichtigt werden (Tabelle 17), die fir das biologische Gewebe sehr hoch lagen. Vor
allem fir die Vorinkubationsversuche wurden extrem hohe Standardabweichungen
detektiert. Als Ursache werden Veradnderungen der parazellularen Membrandurchlassigkeit

angenommen, die fir das isolierte Epithel beispielsweise mittels TEER-Messungen

! RAMEB = randomly methylated b-cyclodextrin
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(Transepithelial electrical resistance) nachgewiesen werden konnten [151]. Mdglicherweise
war die Vorinkubationszeit von 30 min fir eine gleichmafige Equilibrierung des Gewebes
nicht ausreichend, oder die Vorinkubationssubstanz konnte nicht hinreichend aus der
Donatorkammer bzw. von der Membranoberflache, wie auch in den AD-Versuchen (vgl.

Kap. 4.2.3.1.1 bzw. 4.2.3.1.2) beobachtet, ausgewaschen werden.

Zur Erlauterung des Einflusses der Additiva auf das Permeationsverhalten von FSC muss
differenziert werden zwischen direkten Effekten dieser Substanzen an der Membran und
Wechselwirkungen mit dem FSC, die bereits in der Donatorldsung stattfinden. Die Passage
des lipophilen Kornea-Epithels stellt fir das hydrophile FSC den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der Permeation dar [20]. Wenn bei einigen Messungen die Lag-time
deutlich reduziert war (beide CD und CrEL, Tabelle 17), ist fir diese Additiva eine reversible
Verbesserung der Permeabilitat des Epithels fir FSC zu diskutieren (s. oben!). Andererseits
kénnen aber parallel dazu auch Wechselwirkungen der Komponenten in der Donatorlésung
fur einen permeationsmindernden Effekt verantwortlich sein, wofiir die durch die Additiva
signifikant erniedrigten P durch Nephrophan® sprechen. Fir die kiinstliche Membran kann
eine direkt permeationsférdernde Modifikation ausgeschlossen werden. Die hydrophile
Glykokalix auf dem Kornea-Epithel wird fir die Permeation des hydrophilen FSC als wenig

bedeutsam erachtet.

Fur die drei ME ergab sich eine Reihenfolge der P¢s des FSC durch Kornea von
ME-ION > ME-CD > ME-PG, wobei ME-ION und ME-CD statistisch nicht signifikant
voneinander verschieden sind. Durch Nephrophan® zeigte ME-PG gegeniiber den anderen
ME-Systemen einen signifikant hoéheren P, so dass eine Reihenfolge von
ME-PG > ME-ION > ME-CD mit jeweils signifikanten Unterschieden resultierte.

Das System ohne CD (ME-PG) verminderte also im Vergleich zu den CD-haltigen Systemen
die FSC-Permeation durch Nephrophan® in geringerem AusmaR. Das enthaltene Tensid
CrEL bewirkte als Einzelsubstanz bei Nephrophan® im Vergleich zu den CD eine
schwachere Minderung der FSC-Pg; (s. oben!), so dass die beobachteten Effekte bei den
ME-Permeationen teilweise durch ihre differenzierte Zusammensetzung (vgl. Tabelle 4)
begriindet sein konnen, wobei allerdings der Einfluss von PG nicht im Einzelnen
bertcksichtigt ist. Die erhdhte Lag-time bei ME-CD bzw. ME-PG wurde vermutlich durch
Interaktionen der Substanzen in der Donatorlésung hervorgerufen, da Effekte an der

synthetischen Membran ausgeschlossen werden kénnen.

Fur die Kornea erreichte ME-ION als einzige ME eine zur EBS-Lésung statistisch nicht

unterschiedliche FSC-Permeation (Tabelle 17), was bedeutet, dass die Wechselwirkungen
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der Einzelkomponenten CrEL und HTAP-b-CD mit FSC nicht dominiert haben. Da die Lag-
time ebenfalls deutlich anstieg, scheinen die Effekte der Einzelkomponenten am Kornea-
Epithel ebenfalls abgeschwécht zu sein, was genauso fir ME-CD zutreffend ist.
Beachtenswert ist zudem, dass durch Nephrophan® aus ME-ION im Gegensatz zu den
anderen ME keine Lag-time ermittelt wurde, was ebenfalls fir geringe Wechselwirkungen der

Substanzen in der Donatorlésung spricht.

Kapitel-Zusammenfassung

Bei den Permeationsstudien mit dem hydrophilen FSC konnten sowohl Effekte der einzelnen
Additiva an der biologischen Membran als auch Wechselwirkungen der Komponenten in der
Donatorlésung, die bei den Nephrophan®Versuchen zum Ausdruck kamen, festgestellt
werden. Die Diskussion der wichtigsten Ergebnisse der FSC-Permeationsstudien lasst sich

stichpunktartig folgendermaf3en zusammenfassen:

» Bei alleiniger Beeintrachtigung der Permeabilitat durch Wechselwirkungen der
Substanzen untereinander, wie sie bereits in der Donatorlésung auftreten und fir die
Resultate an der Nephrophan®-Membran ausschlaggebend sind, lasst sich
resumieren, dass mit CrEL eine deutlich schwachere Interaktion mit FSC erfolgt als
mit den beiden CD.

» Die parazellulare Permeation des FSC wird offenbar durch Effekte der Additiva CrEL,
HP-g-CD und HTAP-b-CD am Kornea-Epithel erleichtert, was sich in einer Abnahme
der Lag-time im Vergleich zum Referenz-Medium EBS zeigte, die fir HTAP-b-CD am
deutlichsten war. Jedoch wurden gleichzeitig sowohl fir die Kornea als auch fir
Nephrophan® bei Zugabe dieser Additiva verminderte P.; gemessen, was mdglicher-
weise flr simultane permeationsmindernde Interaktionen der Substanzen mit FSC

spricht.

» Die elektrochemische Wechselwirkung von FSC mit HTAP-b-CD, der in Pufferlésung
die signifikante Reduzierung des Py zugeschrieben wird, scheint in ME-ION dagegen
durch die anderen strukturbildenden Komponenten abgeschwacht zu sein,
weswegen die FSC-Permeation aus dieser Formulierung im Vergleich zum EBS-Wert

statistisch unverandert blieb.

» Bei den ME ist zu berilicksichtigen, dass es sich nicht einfach um einen Komponen-
tenmix handelt, sondern um komplex strukturierte Systeme, in denen der Arzneistoff
Lverteilt" vorliegt, was das Permeationsgeschehen vielschichtig beeinflussen kann.

Zwischen Interaktionen der einzelnen Komponenten mit der Membran und mit FSC
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kann nicht differenziert werden. Aul3erdem weisen diese Systeme gegeniber den
einfachen Losungen veradnderte physikalisch-chemische Parameter auf wie
beispielsweise eine erhdhte Viskositat und bei ME-PG auch eine enorm hohe
Tonizitat (vgl. Kap. 4.1.3.2).

4.3 Penetrationsstudien

4.3.1 EINFUHRUNG

Im Gegensatz zur Permeation, die den Stoffdurchgang durch zwei Grenzflachen meint,
beschreibt die Penetration den Stoffibergang einer Substanz von einer Phase durch eine

Grenzflache in eine zweite Phase [91].

Die im Folgenden beschriebenen Penetrationsstudien (vgl. Kap. 5.2.11) wurden durchge-
fuhrt, um das Verteilungsverhalten von AD bzw. TST zwischen Schweinekornea-Epithel bzw.
Rindernasenmukosa und Inkubationsmedium zu erfassen. Die Penetrations- bzw. Perme-
ationsrate einer Substanz sowie ihre Verteilungskoeffizienten fir die Systeme Oktanol/
Wasser bzw. Donatorldsung/ Membran stehen in engem Zusammenhang [152] und kénnen

Hinweise auf die Absorption einer Substanz aus einer Formulierung geben.

Darlber hinaus kann eine Substanz wahrend ihres Membrandurchtritts einem enzyma-
tischen Abbau unterliegen, wodurch die entsprechende Verflugbarkeit dieser Substanz
vermindert wird. Wie unter Kap. 5.2.10 beschrieben, war bei einigen Permeationsstudien mit
AD durch Mukosa vor allem unter schwacher Agitation der Kammern ein Auftreten von TST
im Akzeptorkompartiment zu konstatieren. Die physiologische Umwandlung des AD in TST
erfolgt durch das Enzym 17b-Hydroxysteroid-Dehydrogenase mit NADH + H* als Redox-
partner und Coenzym. Fir die Nasenschleimhaut sowie fur mehrere Gewebe am Auge
wurde eine Aktivitdt dieses Enzyms nachgewiesen [34, 139, 140], so dass anzunehmen ist,
dass nach Applikation von AD vor und wahrend der Absorption eine enzymatische
Umwandlung in TST erfolgen kann. Fir den Steroid-Metabolismus zusatzlich von Relevanz
ist unter anderem die 5a-Reduktase, die TST und AD hauptséchlich in die Metaboliten
5a-Dihydroxytestosteron bzw. 5a-Androstandion umwandelt, was aber mit der hier
angewandten Analytik nicht nachgewiesen wurde. Die beiden Testsubstanzen (AD und TST)

konnten jedoch mittels HPLC parallel analysiert werden.
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Am Beispiel des Kornea-Epithels wurde auBerdem der Einfluss der drei ME (vgl. Tabelle 4)
bzw. deren Einzelkomponenten HP-gCD, HTAP-b-CD, CrEL und PG auf die Gewebe-
konzentration des Wirkstoffs (AD bzw. TST) sowie den enzymatische Umsatz von AD zu
TST und umgekehrt untersucht. Die Wirkstoffkonzentration wurde in allen Versuchen jeweils
nach Inkubation des Gewebes (vgl. Kap. 5.2.11) im Uberstand der zentrifugierten Probe-

|[6sung bestimmt und mit dem Gewicht der einzelnen Gewebeprobe normiert.

4.3.2 RINDERNASENMUKOSA

Die Mukosa enthélt neben der 17b-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (17b-HSD) eine Reihe
weiterer Enzyme, die die Permeation einer Substanz beeintréchtigen kdnnen und somit eine
Art zusatzliche ,Barriere” bilden [14]. Fur Cytochrom P-450-Enzyme wurde sogar eine
hohere Aktivitdt nachgewiesen als in der Leber [34]. Daraus muss jedoch prinzipiell keine
schlechtere Resorption des betreffenden Wirkstoffs folgen. Fir eine Reihe von Substanzen
wurde nach nasaler Applikation eine absolute Bioverfugbarkeit von nahezu 100%
nachgewiesen, so z.B. flr Progesteron, Testosteron, Estradiol, Naloxon oder Propranolol
[153]. Moglicherweise ist fur diese Stoffe die Permeabilitdt so hoch, dass die Kontaktzeit mit
der Membran bzw. deren Enzymen minimal ist. Anders verhdlt es sich beispielsweise bei der
nasalen Resorption von Proteinen oder Peptiden, die zu einem betrachtlichen Anteil von

Peptidasen oder Esterasen metabolisiert werden [154].

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse fiir die Penetration und Metabolisierung von AD in
Rindernasenmukosa angegeben. Die Wirkstoffkonzentration in der Lésung wurde mit dem
jeweiligen Gewicht des inkubierten Gewebestlicks normiert, so dass die dargestellten Werte
keine Gewebekonzentrationen bedeuten, sondern die Konzentration im Uberstand der

Ldsung angeben (vgl. Kap. 5.2.11.1).

Die Mukosa wurde in diesen Studien nicht zerkleinert, sondern, wie fir die Permeations-
studien beschrieben (vgl. Kap. 5.2.10.1), gewonnen und als intakte Membran verwendet, so
dass in den Zellen lokalisierte Enzyme mdglicherweise nur partiell in die Losung gelangen
und mit dem Substrat in Kontakt kommen konnten. Andererseits ist zu erwarten, dass
aufgrund der Diffusion des Wirkstoffs und seines Metaboliten sowohl ein intra- als auch
extrazellularer Umsatz stattfindet. Fur die 17b-HSD wurde zudem eher eine Lokalisierung an

der Gewebeoberflache gefunden [43].
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Tabelle 18: Penetration und Metabolisierung von AD aus EBS in Mukosa

Ausgangsmenge AD TST
[ug/mlsmg Gewebe] [pg/mlemg Gewebe] ° [ug/mlsmg Gewebe] °

0,749 £ 27,1 0,757 £ 0,225 0,034 + 0,019
[101,1%)] [4,5%]
& Mittelwert + relativer Fehler [%], n = 10 ® Mittelwert + SD, n = 10,

Prozent der Ausgangskonzentration in eckigen Klammern

In diesem Versuch wurde praktisch die eingesetzte Gesamtmenge an AD vollstdndig im
Zentrifugat wiedergefunden (Tabelle 18), so dass sowohl eine Verteilung ins Gewebe als
auch ein enzymatischer Umsatz zu weiteren Metaboliten allenfalls in sehr geringem MalRe
stattgefunden hat. Abweichungen der AD-Wiederfindungsrate tUber 100% der Ausgangs-
Konzentration resultieren aus der Normierung der Werte mit dem Gewebegewicht und

anschlieender Mittelwertbildung.

Tabelle 19: Penetration und Metabolisierung von TST aus EBS in Mukosa

Ausgangskonz. TST AD
[Mg/mlsmg Gewebe] [ug/mlsmg Gewebe] ° [ug/mlsmg Gewebe] °

0,600 + 33,9 0,687 + 0,324 0,037 + 0,015
[114,5%)] [6,29]

® Mittelwert + relativer Fehler [%], n = 10 ® Mittelwert + SD, n = 10,
Prozent der Ausgangskonzentration in eckigen Klammern

Ein Vergleich mit den Permeationsergebnissen aus Kap. 4.2.3.1 zeigt, dass AD aus EBS
ohne Verzogerung durch die Mukosa permeierte und annéhernd der gleiche P+Wert
resultierte wie bei der Porendiffusion durch Nephrophan®, was theoretisch einen nahezu
ungehinderten Durchtritt des AD durch die Mukosa bedeutet. Es wird daher vermutet, dass
sich wahrend des Penetrationsversuches innerhalb kurzer Zeit die Konzentration von AD im
Gewebe im Gleichgewicht mit der Losungskonzentration befindet. Eine Wiederfindung von
nahezu 100% bedeutet daher vermutlich nicht, dass die Membran kein Losungsvermdgen fir
die Substanz aufweist, sondern eher dass keine Kumulation bzw. Adsorption im oder am

Gewebe stattfindet.
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Entsprechend der unter Kap. 5.2.11.1 beschriebenen Versuchsanordnung wurde zudem der
AD-Gehalt in den Gewebesticken bestimmt und eine mittlere Konzentration von
0,041 pg/mg Gewebe + 28,0% gefunden. Bei dieser Versuchsreihe war in keiner der Proben
(n=10) TST zu detektieren, so dass mdoglicherweise ein zytosolischer Umsatz von AD aus-
zuschlieR3en ist, vermutlich aber die Konzentration an TST im Gewebe unter der Nachweis-

grenze (vgl. Kap. 5.2.1.1) lag.

Die Penetration und Metabolisierung von TST zu AD in der Rindernasenmukosa ergab

vergleichbare Werte, die in Tabelle 19 aufgelistet sind.

Die Permeation von TST durch Mukosa war signifikant geringer als der AD-Durchtritt
(vgl. Tabelle 16), lag aber wiederum in einer &hnlichen GroRRenordnung wie durch
Nephrophan®. Es wird daher vermutet, dass TST ein &hnliches Penetrationsverhalten zeigt,
wie es flur AD diskutiert wurde (s. oben!) und in dieser Versuchsanordnung einer mit dieser

Substanz vergleichbaren Metabolisierung durch 17b-HSD unterliegt.

4.3.3 SCHWEINEKORNEA-EPITHEL

Fur die Studien an Schweineaugen wurde lediglich das lipophile Epithel der Kornea genutzt,
da eine Verteilung des Arzneistoffs primar zwischen der applizierten Lésung bzw. Formu-
lierung und dieser Schicht stattfindet. Eine potentielle enzymatische Metabolisierung

wahrend einer Arzneistoffpermeation ist ebenfalls verstarkt im Epithel zu vermuten.

Das Stroma macht ca. 90% der Kornea insgesamt aus, ist aber nur zu 10% aus zellularen
Bestandteilen aufgebaut, so dass sein Anteil an Enzymen als bedeutungslos erachtet
werden kann [13]. Das Endothel zeigt wesentlich geringere Aktivitaten fir NADPH-abhangige
Enzyme, wie beispielsweise die Glutathionreduktase und die Isocitratdehydrogenase, als das
Epithel [13], so dass auch fur die NAD-abhangige 17b-HSD eine niedrigere Aktivitat zu
erwarten ist, und diese Gewebeschicht in den vorliegenden Studien nicht bertcksichtigt
wurde. Das Kornea-Epithel kam als Gewebehomogenat zur Anwendung (vgl. Kap. 5.2.11.2),
da es nicht als zusammenhangende Schicht gewonnen werden konnte. Entsprechend dieser
Versuchsdurchfiihrung war ein héherer enzymatischer Umsatz zu erwarten als bei einer
Passage der Substanz durch die Membran, da sich vermehrt Enzyme aus dem Zellinneren in

Ldsung befinden [31].

In den nachfolgenden Tabellen (Tabelle 20 und 21) sind die jeweilige Penetration und Meta-
bolisierung von AD bzw. TST im Kornea-Epithel aufgefiihrt, wobei die analytische Erfassung

der beiden Wirkstoffe wiederum als Restkonzentration in der zentrifugierten Losung erfolgte.
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Darlber hinaus wurden die AD- bzw. TST-Verteilung und Metabolisierung am Kornea-Epithel
aus den drei ME sowie deren Einzelkomponenten in EBS-Puffer (HP-gCD, HTAP-b-CD,
CrEL, PG) untersucht. Die Wirkstoffkonzentration in der Losung wurde hier ebenfalls mit dem
jeweiligen Gewicht des inkubierten Gewebehomogenats normiert, so dass die dargestellten

Werte wiederum keine Gewebekonzentrationen bedeuten.

[95,5%]

Tabelle 20: Penetration und Metabolisierung von AD im Kornea-Epithel
Testldsung Ausgangskonz.?® AD" TST®
[ug/mlemg Gewebe]  [ug/mlemg Gewebe]  [ug/mlemg Gewebe]

EBS 0,40+6,5 0,114 + 0,012 0,0045 + 0,0007
[28,5%] [1,1%]

HP-g-CD (9%) 0,54 £6,7 0,375 + 0,026** 0,0042 + 0,0003
[69,4%)] [0,8%)]

HTAP-b-CD (9%) 0,51+11,9 0,299 + 0,038** 0,0042 + 0,0006
[58,6%] [0,8%)]

CrEL (20%) 0,41+154 0,408 + 0,025** 0,0068 + 0,0069
[99,5%] [1,7%)]

PG (9%) 0,45+6,0 0,140 + 0,021 0,0095 + 0,0030
[31,1%)] [2,1%)]

ME-CD 0,43+4,8 0,427 £ 0,111* 0,0135 + 0,0127
[99,3%] [3,1%)]

ME-ION 0,59+ 8,9 0,523 + 0,028** 0,0071 + 0,0025
[88,6%] [1,2%]

ME-PG 0,40+7,9 0,382 + 0,043** 0,0141 + 0,0016

[3,5%]

 Mittelwert + relativer Fehler [%], n =5 ® Mittelwert + Standardabweichung, n =5
signifikant (** p<0,01) zum EBS-Wert
Prozent von der Ausgangskonzentration in eckigen Klammern

Bei einem Vergleich der EBS-Werte in Tabelle 20 bzw. Tabelle 21 mit Tabelle 18 bzw.
Tabelle 19 fallt auf, dass die kornealen Wiederfindungsraten sehr viel geringer sind als bei
Mukosa und die Umwandlung von TST in AD im Kornea-Epithel in sehr viel hbherem Male
stattfand als in Rindernasenschleimhaut. Bei beiden Geweben wurde ein Umsatz von AD zu

TST von 4 — 4,5% der wiedergefundenen Arzneistoffgesamtmenge detektiert, wéahrend die



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 78

Metabolisierung von TST zu AD im Kornea-Epithel 50% der wiedergefundenen Gesamt-

menge gegenuber nur 5% in der Rindernasenmukosa betrug.

[99,2%]

Tabelle 21:  Penetration und Metabolisierung von TST im Kornea-Epithel
Testldsung Ausgangskonz.?® TST® AD®
[ug/mlemg Gewebe]  [pg/mlemg Gewebe]  [ug/mlsmg Gewebe]

EBS 0,39+84 0,058 + 0,0136 0,055 + 0,010
[14,9%] [14,1%]

HP-g-CD (9%) 0,47 8,5 0,452 + 0,0350** 0**
[96,2%] [0%)]

HTAP-b-CD (9%) 0,44 £ 4,7 0,391 + 0,0226** 0**
[88,9%] [0%]

CrEL (20%) 0,43+7,7 0,372 + 0,0298** 0,044 + 0,0264
[86,5%] [10,2%)]

PG (9%) 0,38+7,5 0,092 + 0,0128 0,051 + 0,0052
[24,2%] [13,4%)]

ME-CD 0,38+7,8 0,387 + 0,0408** 0,060 £ 0,0317
[101,8%] [15,8%)]

ME-ION 0,39+125 0,396 + 0,06** 0,037 £ 0,0301
[101,5%] [9,5%]

ME-PG 0,38+9,1 0,377 + 0,0766** 0,026 £ 0,0267

[6,8%]

& Mittelwert + relativer Fehler [%], n =5

® Mittelwert + Standardabweichung, n = 5,

signifikant (* p<0,05;** p<0,01) zum EBS-Wert des betreffenden Gewebes
Prozent von der Ausgangskonzentration in eckigen Klammern

Die Daten fiir das Kornea-Epithel zeigen Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Ploc et
al. [142], die fur Rinderkornea-Epithel einen Umsatz von TST in AD zu 48,3% und umgekehrt
von AD in TST lediglich zu 9,8% der wiedergefundenen Menge ermittelten. Die Autoren
begrinden diese unterschiedlichen Metabolismusraten nicht weiter. Moglicherweise sind ein
begrenztes Coenzym-Angebot oder parallel ablaufende anderweitige Redox-Prozesse, die
den Oxidationsvorgang am TST begunstigen, unter In-vitro-Verhéaltnissen fir diesen Unter-
schied verantwortlich, wobei jedoch in der Regel steroidhydroxylierende Systeme eine hohe

Substrat- und Wirkungsspezifitat aufweisen [155].



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 79

Die im Kornea-Epithel gegeniiber Mukosa deutlich reduzierten Wiederfindungsraten kénnen
ein gutes Losungsvermdgen des Kornea-Epithels fiir die beiden Testhormone andeuten, sind
jedoch unter den gewahlten Versuchsbedingungen vermutlich eher auf die Zerstérung der
kornealen Gewebestrukturen und eine damit einhergehende verstarkte Adsorption von AD

bzw. TST an Zellbestandteile oder zytosolische Substanzen zurtickzufthren.

Die zugesetzten Hilfsstoffe, mit Ausnahme von PG bei AD als Substrat, sowie die ME-
Systeme verminderten verglichen mit Puffer die Verteilung von AD bzw. TST in das Gewebe
(Tabelle 20 und 21) und bewirkten einen deutlichen Anstieg der wiedergefundenen Arznei-
stoffgesamtmenge im Zentrifugat. Dieses Verteilungsverhalten steht im Einklang mit den
Resultaten der Permeationsstudien (vgl. Kap. 4.2.3.1), in denen jeglicher Zusatz zur Dona-
torlésung eine verminderte AD-Permeationsrate zur Folge hatte (s. Tabelle 10-14), sowie
partiell mit dem fur AD gemessenen Verteilungskoeffizienten (vgl. Kap. 4.1.4.1), der durch
CD-Zugabe vermindert wurde. Ein verminderter Durchtritt von AD durch die Kornea unter
dem Einfluss der getesteten Additiva und ME kdnnte demnach durch eine herabgesetzte

Verteilung des Arzneistoffs in das Epithel verursacht werden.

Bei Zufligung von HP-gCD bzw. HTAP-b-CD zum EBS-Inkubationsmedium verblieb vergli-
chen mit der EBS-Referenz ein deutlich hoherer Anteil der jeweiligen Ausgangsverbindung
(AD bzw. TST) in der Losung, wahrend die Konzentration des betreffenden Metaboliten in
beiden Fallen sank (Tabelle 20 und 21). Die Verminderung sowohl der Penetration als auch
der Metabolisierung von AD bzw. TST ist fur beide Substanzen mit einem Einschluss in die
jeweilige CD-Kavitat zu erklaren, der fir AD in dieser Arbeit nachgewiesen wurde (vgl.
Kap. 4.1.4.3).

Da der Rickgang des Umsatzes von TST unter Zugabe beider CD sehr viel deutlicher war
als der von AD - in reiner Puffer-Lsung lag die Halfte an gemessenem TST metabolisiert als
AD vor (Tabelle 21) - wird angenommen, dass die relevante funktionelle Gruppe des TST
(OH-Gruppe an C17) sowohl durch HP-g-CD als auch durch HTAP-b-CD besser abgeschirmt
wurde als die Keto-Gruppe des AD und fir das entsprechende Enzym nicht mehr zugénglich
war. Das ware beispielsweise durch eine hthere Komplexstabilitatskonstante des TST/CD-
Komplexes erklarbar, oder aber durch einen raumlich anders orientierten Einschluss der
Molekiile AD bzw. TST. Brewster et al. [56] fanden beispielsweise fiir eine Inkludierung
durch HP-b-CD von Pregnanolon und Pregnenolon, die sich lediglich durch eine Doppel-
bindung in Ring B des Steroidgertstes unterscheiden, deutlich verschiedene Komplex-

stabilitatskonstanten von 4760 mol™* und 9000 mol™.
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Ein Zusatz von PG zum Inkubationsmedium bewirkte fir TST als Substrat einen nicht
signifikanten Anstieg der Wiederfindungsrate (Tabelle 21), was fiir den AD-Versuch nicht
zutrifft (Tabelle 20). Mdglicherweise beglnstigt die zusatzliche OH-Gruppe am C17 (vgl.
Abb. 6 und 7) eine Hydrotropisierung durch PG, wodurch mehr TST in Lésung verbleibt. Eine
allgemeine Verwendung von PG als Loésungsvermittler ist bekannt [26]. Aufgrund dieses
selektiven Effektes ware denkbar, dass in PG/EBS bei quantitativ gleicher Metabolisierungs-
rate von TST zu AD die Konzentration an Substrat (TST) in der Loésung anstieg. Bezogen
allerdings auf die Gesamt-Wiederfindungsrate nahm die Metabolisierung von TST zu AD
verglichen zum EBS-Wert ab. Im Falle von AD als Substrat (Tabelle 20) hatte PG weder auf
dessen Metabolisierung noch auf die detektierte Substratmenge Einfluss, was wiederum mit
dem ermittelten Oktanol-Verteilungskoeffizienten unter PG-Zusatz korreliert (vgl.
Kap. 4.1.4.1).

Das in hypermizellarer Konzentration eingesetzte Tensid CrEL ist in der Lage, Wirkstoffe
sowie auch lipophile Gewebebestandteile in seine Mizellen aufzunehmen. In Uberein-
stimmung damit lieBen sich bei Addition der Substrat- und Metabolitkonzentration nahezu
100% der eingesetzten Arzneistoffmenge nach Inkubation detektieren, wobei die Konzen-
tration an jeweiligem Metaboliten naherungsweise in der GréRRenordnung der Referenz
(EBS-Wert) lag. In diesem Fall muss, anders als bei den CD, von einer verminderten
Umsatzrate ausgegangen werden, da sicher kein selektiver Mizelleinschluss der beiden Sub-
stanzen erwartet werden kann. Durch den mizellaren Einschluss des jeweiligen Substrats
wird héchstwahrscheinlich der Enzym/Substrat-Kontakt erschwert [14] und somit der Umsatz
zumindest zeitlich verzogert, was jedoch aufgrund der gleichbleibenden Inkubationszeit von
90 min nicht erfasst werden konnte. Fir andere oberflachenaktive Substanzen, die als
Permeations-Enhancer eingesetzt werden, wie beispielsweise Gallensauresalze, wird
vermutet, dass eine gefundene Steigerung der Permeationsrate zumindest teilweise auf
einer Inhibierung bestimmter Enzyme beruht [14], wobei der genaue Mechanismus noch

ungeklart ist.

Die ME-Systeme verhinderten in beiden Versuchsreihen weitgehend eine Verteilung der
Wirksubstanz ins Gewebe, so dass fur ME-CD bzw. ME-PG in der Summe die eingesetzte
Menge Arzneistoff, allerdings besonders bei TST mit einem hohen Fehler behaftet, nach der
Inkubation wiedergefunden wurde. Fir AD aus ME-ION lag die Wiederfindung mit 90%
etwas niedriger. Dieser Befund korreliert gut mit den kornealen Permeationsergebnissen
(vgl. Tabelle 12) und kann wiederum eine Erklarung fur die verminderten Py darstellen. Die
Metabolisierungsrate war differenziert fur die beiden Arzneistoffe sowie drei ME und folgt
dem Verhaltnis EBS : ME-ION : ME-PG : ME-CD ftr AD = 1:1:3:3 und fur TST = 1:0,7:0,5:1.
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Der enzymatische Umsatz wird demnach nicht prinzipiell in den ME unterbunden, sondern
von den jeweiligen Verteilungsverhaltnissen und/oder inneren Strukturen der ME-Systeme

determiniert und teilweise retardiert.

Kapitel-Zusammenfassung

Zusammenfassend kann zu den Penetrations- und Metabolisierungsstudien Folgendes

gesagt werden:

» Die Wiederfindungsraten im Zentrifugat aus Kornea-Epithelzellhomogenat in EBS
lagen lediglich bei ~30% im Gegensatz zu nahezu 100% bei Mukosa (unzerkleinertes

Gewebe).

» Die Metabolisierung von AD erfolgte in beiden Geweben in vergleichbarer Grof3en-
ordnung (4 - 4,5%), wahrend TST im Kornhea-Epithelzellhomogenat einem deutlich

starkeren Umsatz zu AD unterlag.

> Der Zusatz der ME bzw. Additiva hatte, mit Ausnahme von PG bei AD als Aus-
gangssubstanz, in allen Fallen einen Anstieg der Wiederfindungsraten der jeweiligen

Ausgangssubstanz bei wenig veranderter Metabolitkonzentration zur Folge.

> Die Untersuchungen zur Penetration/Metabolisierung stehen in guter Uberein-
stimmung mit den Permeationsstudien aus Kap. 4.2 und konnen teilweise die dort

gezeigten Effekte erklaren.

» In Analogie zu den Permeationsergebnissen lassen sich auch hier die fiir die Einzel-
komponenten erfassten Effekte nicht auf die ME Ubertragen, was auf die spezifischen

ME-Strukturen zuriickzufuihren ist und eine detaillierte Uberpriifung erfordert.

AbschlieRend sollte einschréankend angemerkt werden, dass mit diesen Untersuchungen
nicht entschieden werden kann, ob eine niedrige Wiederfindungsrate im Uberstand tatséch-
lich auf eine Arzneistoff-Verteilung in das Gewebe zuriickzufuhren ist oder ob weitere Meta-
bolite durch enzymatischen Abbau entstanden sind, die mit Hilfe der eingesetzten Analytik

nicht detektierbar waren.

4.4 In-vivo-Studien

Im Gegensatz zur lokalen okularen Anwendung des AD als potentielles Tranenstimulans ist
es das Ziel einer nasalen AD-Applikation, eine systemische Wirkung zu erreichen. Die drei

ME-Systeme zeigten ein akzeptables Losungsvermégen fur AD (vgl. Kap. 4.1.4.2), das ein
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Erreichen der therapeutischen Dosis (ca. 7 mg [50]) nach nasaler Gabe zumindest im Fall
von ME-CD ermoglichen kénnte. Zudem wurden zumindest aus ME-CD und ME-PG in den
In-vitro-Permeationsstudien (vgl. Kap. 4.2.3.1.3) im Vergleich zu EBS kaum reduzierte
Durchtrittsraten fir AD ermittelt. Um die ME hinsichtlich ihrer Eigenschaften als Trager-
formulierungen zur nasalen Anwendung weitergehend zu priifen, wurden In-vivo-Versuche
an Kaninchen durchgefiihrt (vgl. Kap. 5.2.12). Da die Mukosa von Kaninchen eine dem
Menschen &hnliche Struktur aufweist [48], kbnnen aus Kaninchenversuchen erste Vorher-

sagen zur Anwendbarkeit als humanes Arzneimittel getroffen werden.

Die Studien von Ko et al. [156], in denen Plasmaspiegel von Kaninchen nach nasaler Gabe
TST enthaltender Emulsionen detektiert wurden, konnten zur Orientierung herangezogen
werden: nach einer Gabe von 3,8 mg TST/Tier konnten absolute Bioverfiigbarkeiten von
ca. 40 - 50% ermittelt werden. Um diese Konzentrationsverhéltnisse zu erreichen und damit
eine Analytik mittels HPLC zu ermdglichen, misste fur die vorliegenden Studien bei einer
Verteilung der Applikationsdosis auf maximal 5 Spriihstd3e pro Tier (ein Sprihstof3 ca. 50 pl)
in der Ausgangslésung eine Konzentration von ca. 15 mg/ml vorliegen. Aufgrund der
schlechten Ldoslichkeit des AD (vgl. Kap. 3.4.1) waren durch Ldsen in den ME-Systemen
sowie in einer 9%igen HP-g-CD-L6sung AD-Konzentrationen im Bereich von 4 - 14 mg/ml
(vgl. Kap. 4.1.4.2) zu erzielen. Der Vergleich mit einer Puffer-Referenzldsung konnte nicht
durchgefuhrt werden, da EBS fir AD lediglich eine Sattigungsléslichkeit von 66 pg/mi
aufweist. Bei Verwendung von radioaktiv-markierten Substanzen kdnnen aufgrund einer sehr
viel empfindlicheren Analytik deutlich geringere Mengen im Plasma detektiert werden. Diese
Methode konnte jedoch wegen fehlender Voraussetzungen nicht zur Anwendung gelangen.
Die ermittelten Plasmakonzentrationen sind in Abb. 14 Uber die Zeit aufgetragen. Ein

Vergleich mit einer i.v.-Gabe des Arzneistoffs wurde nicht durchgefihrt.
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Abb. 14: Plasma-Zeit-Profile nach nasaler Applikation unterschiedlicher AD-Formulierungen
an Kaninchen

Bei der Durchfiihrung der Versuche stellte sich die Arzneistoffextraktion aus den Plasma-
proben als auflerst problematisch dar. Die Wiederfindungsversuche (vgl. Kap. 5.2.12)
konnten lediglich anhand von Schweineplasma durchgefiihrt werden und ergaben anfanglich
im relevanten Konzentrationsbereich unrealistisch hohe Werte. Da vermutlich eine Assozia-
tion von AD mit Plasma-Lipoproteinen [137] oder anderen Plasmabestandteilen die hohen
Konzentrationen verursachte, wurde versucht, durch eine zwischengeschaltete Festphasen-
Extraktion (solid phase extraction, SPE) den Wirkstoff zu trennen [157, 158]. Aufgrund der
aufwandigeren Analytik, die mit einem groR3eren Arzneistoffverlust einherging, und der maxi-
mal erlangten AD-Konzentrationen in den applizierten Formulierungen von lediglich
3,6 mg/ml fir ME-PG, 5,7 mg/ml fir ME-CD, 6,8 mg/ml fir HP-gCD und 8,1 mg/ml flr
ME-ION, lagen die ermittelten Plasmakonzentrationen alle unterhalb der Bestimmungs-
grenze der HPLC-Methode (vgl. Kap. 5.2.1) und kénnen daher lediglich zur Orientierung
dienen. Mdglicherweise wurde auch aus diesem Grund kein TST in den Proben gefunden;
allerdings ist auch nicht unbedingt ein enzymatischer Umsatz der Substanz nach nasaler
Gabe zu erwarten [153].

Die Zubereitungen ME-ION und ME-PG ergaben tendenziell h6here Plasmakonzentrationen
als ME-CD und HP-g-CD und wiesen ein Maximum nach ca. 20 min auf. Diese Ergebnisse
korrelieren teilweise mit den oben erwahnten Messungen von Ko et al. [156], die Maxima

nach 20 min sowie hohere Plasmaspiegel nach Verabreichung aus einer positiv oder negativ
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geladenen Submikronemulsion gegentber einer nicht ionischen Formulierung fanden.
Stuenkel et al. [159] ermittelten ebenfalls Maxima bei 20 min fir humane Plasmaspiegel-

kurven von AD und TST nach Gabe von Sublingualtabletten.

Ein Vergleich mit den In-vitro-Permeationen aus Kap. 4.2.3.1 zeigt eine vorsichtige Uberein-
stimmung der Ergebnisse insofern, dass fir Rindernasenmukosa aus ME-PG ein tendenziell
héherer P¢s gemessen wurde als aus HP-gCD. Das Resultat der ME-CD-Permeation war
vergleichbar mit dem Wert aus ME-PG und ergibt somit keine Parallele zu den In-vivo-
Studien. Die Zubereitung ME-ION wurde in vitro nicht getestet. Allerdings scheinen auch
unter In-vivo-Bedingungen die einzelnen Tragersysteme moglicherweise individuelle Effekte
auf die Arzneistoffresorption auszuliben, was sich bereits in den Permeations- sowie Pene-
trationsstudien (vgl. Kap. 4.2.3.1 und 4.3) in ahnlicher Weise abzeichnete. Einschrankend
muss zu einem Vergleich der Permeations- und In-vivo-Studien angemerkt werden, dass die
Plasmakonzentrationen nicht nur von der Arzneistoffabsorption, sondern ebenso von der
Verteilung der Substanz im Organismus sowie deren Metabolisierung und Elimination

abhangen.

In Gegenuberstellung zu der oben zitierten Arbeit von Ko et al. [156] fanden Hussain et al.
[160] in ihren Studien eine 90 — 99%ige absolute Bioverfligbarkeit nach nasaler Gabe von
radioaktiv markiertem TST in einer Tween 80/ Puffer-L6ésung an Ratten. In einer weiteren
Untersuchung ermittelte die gleiche Gruppe [4] nahezu identische AUC-Werte nach intra-
vendser bzw. nasaler Gabe eines TST-Prodrug (Testosteron-17b-N,N-Dimethylglycinate
Hydrochlorid). Demnach ist auch fiir das lipophile AD eine relativ hohe Bioverfligbarkeit nach
nasaler Applikation zu erwarten, sofern die Freigabe aus der Formulierung nicht der limitie-
rende Faktor ist. Fir HP-g-CD und ME-CD ist aufgrund des Einschlusses in die CD-Kavitat
(vgl. Kap. 4.1.4.3) zumindest mit starker zeitlicher Verzégerung der Liberation zu rechnen,
woflr auch die Daten in Abb. 14 sprechen, so dass moglicherweise der Abtransport der

Formulierung vom Applikationsort schneller erfolgt als die Resorption des Arzneistoffs.

Zur Beurteilung der physiologischen Vertraglichkeit der Formulierungen ist zu sagen, dass
nach Applikation und am Versuchsende bei den Tieren keinerlei Reaktionen, wie Niesen,
Ausfluss von Nasenschleim, erschwerte Atmung oder sonstige Verhaltensénderungen, die
auf eine Beeintrachtigung der Nasenfunktion schlieBen lassen, zu beobachten waren. Es
kann daher angenommen werden, dass die Zubereitungen gut vertraglich sind, wobei

weitere systematische Untersuchungen diese Annahme bestatigen missen.
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4.5 Biophysikalische Untersuchungen

Um die Kornea als Applikationsort und die neuen ME als Tragersysteme anwendungs-
bezogen zu charakterisieren, wurden weiterfiihrende Versuche unternommen. Da AD am
Auge als potentieller Wirkstoff beim Sicca-Syndrom diskutiert wird [10], ist die Wirkung der
Tragerformulierung auf den Tranenfilm und vor allem auf die Lipidschicht des Tranenfilms
von besonderem Interesse (vgl. Kap. 3.1.2). Darlber hinaus kann zur Behandlung der
Symptome bei glnstigen Effekten auch eine Anwendung der arzneistofffreien Formulierung
indiziert sein. Um daher diese Wechselwirkungen né&her zu untersuchen, erfolgten
Messungen am Langmuir-Trog [91]. Hierbei koénnen Oberflachenphdnomene einer
gespreiteten Substanz bzw. Interaktionen zwischen den Inhaltsstoffen der Subphase und

dieser Substanz detektiert werden.

4.5.1 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Wie bereits in Kap. 3.1.2 beschrieben, ist der Tranenfilm des gesunden Auges mehrschichtig
aufgebaut. Direkt auf dem Epithel der Hornhaut Uber eine Glykokalix verankert liegt die
gelartige und widerstandsféahige Muzinschicht [21, 22]. Dartber folgt eine hydratisierende
wassrige Schicht, und auf deren Oberflache schwimmt abschlie3end eine Lipidschicht, die
normalerweise ein Verdunsten des Tranenfilms verhindert. Die Bestandteile dieses Lipidfilms
werden in den Meibom’schen Driisen gebildet, die am unteren und oberen Lidrand verteilt
sind, jeweils am Ubergang von der Haut des auReren Augenlides zum Konjunktiva-Epithel
(Abb. 15).

Das Meibom’sche Driisensekret (MGS) wird in den elastischen Driisengdngen gesammelt,
durch den Lidschlag herausgedrickt und tber den Augapfel verteilt [23, 161]. Dabei entsteht
ein 8-10 nm dicker Film [162], der in der menschlichen Tranenflissigkeit eine Konzentration

von 131,2 pg/ml ausmacht [29].
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Abb. 15: Schematischer Querschnitt durch eine Meibom’sche Driise im oberen Augenlid
sowie durch den vorderen Augenabschnitt; nach [163]

Ist das Meibom-Sekret in seiner Menge oder Zusammensetzung verandert, hat das direkten
Einfluss auf den gesamten Tranenfilm. Ein Aufrei3en oder Fehlen der Lipidschicht wird als
die mogliche Hauptursache fir das Syndrom des ,Trockenen Auges“ diskutiert, da unter
diesen Bedingungen kein ausreichender Verdunstungsschutz fur die darunter liegende
wassrige Schicht mehr gegeben ist [164, 165]. Aus der Literatur konnten einige physikalisch-

chemische Parameter des MGS entnommen werden, die in Tabelle 22 aufgefuhrt sind.

Tabelle 22:  Physikalisch-chemische Parameter des MGS (vgl. auch Tabelle 1)

Brechungsindex 1,48 [166]
Viskositéat bei 35 °C 9,7 — 19,5 Paes [23]
Schmelzbereich 19,5-32,9°C [23]

Oberflachenspannung der Tranen 43,6 — 46,6 mN/m [27]

Bei der Wertung dieser Daten ist allerdings zu bertcksichtigen, dass fur die entsprechenden
Messungen jeweils nur sehr geringe Mengen an Sekret zur Verfligung stehen und die

statistische Absicherung schwierig ist. Da die MGS-Schicht ein aus einer Vielzahl an
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Lipidkomponenten, hauptsachlich polare Wachse, Sterolester und Phospholipide [23],
zusammengesetzter Monolayer [173] mit zum Teil oberflachenaktiven Eigenschaften ist [167,
168], lasst sie sich andererseits im Labormafistab nicht zufriedenstellend synthetisieren.
Gefragt sind also Messmethoden, die mit sehr geringen Mengen an Substanz reproduzier-

bare Ergebnisse liefern.

Bei Versuchen am Langmuir-Trog kdnnen partiell die physiologischen Bedingungen am
Auge nachempfunden werden, indem MGS als sehr diinner Film (Monolayer) auf eine
wassrige Subphase aufgetragen und dann mit Hilfe einer beweglichen Barriere komprimiert
und wieder expandiert wird. Fir die Applikation (Spreitung) dieses Films sind nur sehr
geringe Substanzmengen (ca. 10 —100 pg) erforderlich. In Abb. 16 ist der Vorgang der Kom-

primierung amphiphiler Molekiile eines Oberflachenfilms skizzenhaft dargestellt.
M

Abb. 16: Skizze eines Langmuir-Trogs: Amphiphile Molekile vor (links) und nach (rechts)
beendeter Komprimierung durch eine bewegliche Barriere

Kawaguchi [169] spreitete in seinen Versuchen zunachst die Gesamt-Tranen auf einer
isotonen Pufferlosung im Langmuir-Trog. Dabei konnte durch Bestauben mit Talkum ein

Oberflachenfilm nachgewiesen werden, der Eigenschaften eines Monolayers zeigte.

Jaeger et al. [170] untersuchten MGS an einem automatisierten Langmuir-Trog und
zeichneten simultan Oberflachendruck und —potential auf. Diese Versuche wurden von
Kaercher et al. [171 - 174] weitergeftihrt und dartber hinaus optimiert, indem der Film
wahrend der Messung durch ein Brewsterwinkel-Mikroskop (Brewster angle microscope,
BAM, vgl. Kap. 5.2.13) beobachtet wurde [175 - 177]. Im Rahmen dieser Studien wurden
auch Versuche mit MGS von Patienten mit Keratoconjunctivitis sicca (,Trockenes Auge®)
bzw. Meibomitis durchgefiihrt [172, 177]. In beiden Fallen war eine Veranderung des

Spreitverhaltens von MGS festzustellen.

Kritisch muss bei diesem Modell allerdings angemerkt werden, dass die physiologischen
Mengenverhaltnisse am Auge nicht simuliert werden und dariber hinaus der einzelne
Lidschlag weitaus schneller erfolgt als die Kompression mittels der installierten Barriere.
Jedoch koénnen die Eigenschaften des MGS als Lipidfilm charakterisiert und Wechsel-

wirkungen mit Formulierungsbestandteilen deutlich gemacht werden.
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Weitere Anwendungsgebiete dieser Methode sind vor allem Strukturanalysen von Mono-
layern, bestehend beispielsweise aus Tensiden [178] oder Bestimmungen des Diffusions-

verhaltens von Substanzen aus einer Subphase an die Oberflache [179].

4.5.2 ERGEBNISSE

In diesem Abschnitt wurde der Einfluss der ME und ausgewahlter Bestandteile auf das
Meibom’sche Driisensekret (MGS) untersucht, vor allem im Hinblick auf Anwendbarkeit
dieser Tragersysteme am Auge. Dazu wurde MGS im Langmuir-Trog auf eine wassrige
Subphase gespreitet, der jeweils die ME bzw. deren Einzelkomponenten (vgl. Tabelle 4)
zugesetzt waren. Wahrend der Messung wurden Kkontinuierlich Oberflachendruck
(Schub, p[mN/m]) und —potential [mV] aufgezeichnet. Darlber hinaus wurde die Ober-
flachenbeschaffenheit durch ein Brewsterwinkel-Mikroskop (BAM) beobachtet und tber eine

Kamera fixiert. Der Versuchsaufbau ist detailliert in Kap. 5.2.13 abgebildet und beschrieben.

Im Folgenden werden in erster Linie die detektierten BAM-Bilder interpretiert, da die beiden
Parameter Schub und Oberflachenpotential bei komplex aufgebauten bzw. inhomogenen
Oberflachenfilmen, wie sie in diesen Messungen zu erwarten waren, schwer auszuwerten
sind. Alle Bilder zeigen den gleichen Flachenausschnitt, jedoch bei unterschiedlichem Kom-
primierungsgrad der Gesamtflache, der jeweils in der Abbildungsbeschriftung angegeben ist.
Eine Komprimierung von 100% bedeutet hier eine Verkleinerung der Flache auf 115 cmz?, die
aufgrund des Versuchsaufbaus maximal zu erreichen war (vgl. Kap. 5.2.13), eine Expansion

von 100% analog dazu eine Flache von 353 cm?, was der Troggesamtoberflache entspricht.

4.5.2.1 Spreitung von MGS auf Wasser/Puffer

Wie bereits berichtet (vgl. Kap. 4.5.1), haben Kaercher et al. [170 - 177] schon fruher
umfangreiche Untersuchungen an MGS im Langmuir-Trog durchgefihrt, so dass hinsichtlich
Methodik und informativer Abbildungen auf diese verwiesen werden kann. Zur Interpretation
der hier durchgefiihrten Messungen werden jedoch zwei BAM-Bilder, die MGS auf Wasser

bzw. auf EBS gespreitet zeigen (Abb. 17 und Abb. 18), wiedergegeben.
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Abb. 17: MGS (10 pg) auf Wasser bei 76% Komprimierung (A=173 cm2)1

Die Oberflache der jeweiligen Subphase erschien in der Regel ohne gespreitetes Material in
der BAM-Betrachtung gleichmafig dunkel. Dies bedeutet jedoch nicht in jedem Fall, dass
kein Oberflachenfilm vorhanden ist, sondern dass aufgrund der unzureichenden Filmdicke
bzw. der Molekulanordnung keine ausreichende Reflexion des Laserlichts erfolgt. Erst bei
einer Filmdicke Uber 2 nm wird das einfallende Laserlicht in ausreichender Intensitat

reflektiert.

In Abb. 17 ist eine MGS-Scholle zu sehen, die in lockeren oder etwas dichter gepackten
Verbanden auf der dunkel erscheinenden Trogoberflache schwamm. Selbst vollstandige
Komprimierung ergab in diesem Fall keinen gleichmafiig reflektierenden Film. Wahrend der
Komprimierung konnte zudem mittels BAM eine Drift der MGS-Schollen beobachtet werden,
so dass angenommen werden muss, dass die dunklen Bereiche die unbelegte

Subphasenoberflache darstellen oder von einem sehr mobilen Film (gas-analog) belegt sind.

Abb. 18 dagegen zeigt einen sehr dichten, unbeweglichen MGS-Film, der nahezu den
gesamten Bildausschnitt bedeckt und aufgrund seiner Dicke sehr hell erscheint. Die erhdhte
Konzentration von 60 pg MGS fiuhrte also zur Bildung eines zusammenhangenden, homo-
genen Films. Diese Messung erfolgte auf EBS-Puffer als Subphase, um einen Elektrolyt-
Einfluss auf die Filmeigenschaften festzustellen, der aber in diesem Fall und ebenso in
weiteren Versuchen mit CrEL- und IPM-Filmen vernachlassigbar war, sowohl hinsichtlich der

BAM-Bilder als auch der Daten von Schub und Oberflachenpotential.

! Der weile Balken reprasentiert in allen folgenden BAM-Aufnahmen eine Lange von 100 pm.
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Abb. 18: MGS (60 ug) auf EBS bei 98% Komprimierung (A=119 cm?)

Der Einsatz einer derart niedrigen Konzentration (hier 10 pg), bei der sich kein homogener
Film bildet (vgl. Abb. 17), ist genau genommen bei dieser Messanordnung zur Charakteri-
sierung eines Oberflachenfilms nicht sinnvoll. Fur die weiteren Versuche mit Adjuvantien
hatte sich jedoch eine Konzentration von 10 pg MGS als ausreichend erwiesen, da Wechsel-
wirkungen zwischen MGS und den verschiedenen Zusatzen zur Subphase untersucht
werden sollten, die zum Teil einen starken Schubanstieg, gleichbedeutend mit einer Ober-

flachenbelegung, bereits zu Beginn der Messungen zur Folge hatten.

4.5.2.2 Subphasen-Zusatz: Cremophor®EL

Abb. 19: MGS (10 pg) auf CrEL (0,1 % in Wasser) bei 29% Komprimierung (A=284 cm?2)
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Abb. 19 zeigt vermutlich einen MGS-Rest in einem dichten Film aus Lipiden des MGS und
CrEL, das zu 0,1% im Wasser der Subphase gel6ést wurde. Vor dem Applizieren des MGS

erschien die Oberflache der CrEL/Wasser-Subphase dunkel (s. oben!).

Um den Einfluss des CrEL auf den MGS-Film zu konkretisieren, wurden in einem anderen
Versuch ohne BAM-Beobachtung 20 pg CrEL (15,3+10° mMol) auf Wasser aufgetragen und
bei Komprimierung ein deutlicher Schubanstieg auf maximal 23 mN/m registriert (Daten nicht
dargestellt). Dies lasst darauf schlie3en, dass bereits sehr geringe CrEL-Mengen unter den
Versuchsbedingungen auf Wasser spreiten und einen Film auf der Subphase bilden. Dieses
Ergebnis sowie die Oberflachenaktivitat der Substanz (36,33 + 0,02 mN/m flr eine 20%ige
wassrige CrEL-LOsung) fuhren zu der Annahme, dass sich CrEL auch nach Lésen in der
Subphase zu einem Teil an der Oberflaiche anordnete, dabei aber kein ausreichend dicker
Film entstand, der mittels BAM sichtbar war. Bei Aufspreitung von MGS konnten die Tensid-
Molekiile mit den MGS-Lipiden in Wechselwirkung treten, und es entstand sofort ein dichter,
sichtbarer Film, der aufgrund unzureichender Durchmischung vereinzelt noch MGS-Inseln
aufwies (Abb. 19).

Der Verlauf der beiden Isothermen (Abb. 20) kann diesen Zusammenhang verdeutlichen.
Der Kurvenverlauf von rechts nach links entspricht der Kompression des Films und der
Verlauf zuriick bis zum Ausgangspunkt der Expansion. Das Zuriickfahren der Barriere
erfolgte mit einer wesentlich héheren Geschwindigkeit, so dass die resultierenden unter-

schiedlichen Kurvenverlaufe darauf zurtickzufihren sein dirften.
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Abb. 20: Schub (blau) und Potential (orange) von MGS (10 ug) auf CrEL (0,1% in Wasser)
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Bereits ohne Flachendnderung unmittelbar nach dem Einfillen wurde ein Schub von
33 mN/m gemessen, der nahezu der Differenz aus den Oberflachenspannungen von Wasser
(72,54 mN/m bei 21 °C) und CrEL (s. oben!) entspricht, aber aufgrund der Messanordnung
(vgl. Kap. 5.2.13) nicht als absoluter Wert betrachtet werden darf. Jedoch kann dieses
Ergebnis die Annahme unterstiitzen, dass sich die gelésten CrEL-Molekile im Gleichgewicht
mit CrEL-Assoziaten innerhalb der Subphase und an deren Oberflache befinden. Dieser
detektierte Ausgangspunkt wurde gleich Null gesetzt, so dass die durch Flachenénderung
erhaltene Schub-Kurve vom Messwert 33 mN/m zum Ausgangswert 0 mN/m parallel

verschoben ist.

Sofort nach dem Spreiten von MGS stieg der Schub sprunghaft um ca. 1,5 mN/m an (Abb.
20), was vermutlich durch die angesprochenen Interaktionen zwischen CrEL und MGS an
der Oberflache verursacht wird [180]. Im weiteren Verlauf stieg die Kurve vergleichsweise
kaum an (20 ug CrEL auf Wasser bewirkte einen Schubanstieg von 23 mN/m; Daten nicht
dargestellt). Es ist denkbar, dass bei Komprimierung CrEL-Molekiile und in Tensid-Mizellen
eingeschlossenes MGS von der Oberflaiche in die Subphase abtauchen und somit die

Anzahl der Molekile pro Flache mehr oder weniger konstant bleibt.

Das Oberflachenpotential von MGS auf CrEL/Wasser zeigt insgesamt nahezu keine Veran-
derung (Abb. 20). Wie eingangs bereits erwahnt, sind diese Daten fur die untersuchten Filme
schwer zu interpretieren oder mit Werten aus der Literatur zu vergleichen. Beispielsweise
fanden Jager et al. [171] und Kaercher et al. [173] einen pl6tzlichen Anstieg des
Oberflachenpotentials fliir MGS auf Wasser von ca. 200 mV, was bei den eigenen Versuchen
nicht erfolgte. Sehr allgemein gesprochen, kann eine Anderung des Oberflachenpotentials

eine Umorientierung der Molekile des Oberflachenfilms bedeuten [171].

Aus diesen Untersuchungen lasst sich fir die physiologischen Bedingungen ableiten, dass
CrEL moglicherweise in der Lage ist, auf dem Auge einen Oberflachenfilm zu bilden, der
eine etwas niedrigere Oberflachenspannung (36,33 mN/m, bestimmt fir eine 20%ige
wassrige Losung) aufweist als der Tranenfilm (43,6 - 46,6 mN/m [27]). Da fur den Tranenfilm
des ,Trockenen Auges” ein leicht erhohter Wert gemessen wurde (49,6 mN/m [27]), konnte
eine Applikation des Tensids vorteilhaft sein. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass das
Tensid Lipide, die am Lidrand oder an den Offnungen der Meibom-Driisen haften, zu solubi-

lisieren und auf der Augenoberflache zu verteilen vermag.

! CMC fiir CrEL < 0,1% in Wasser (m/V)
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4.5.2.3 Subphasen-Zusatz: Hydroxypropyl-g-Cyclodextrin

Bei Vorliegen von 1% HP-g-CD in der Subphase schien das darauf gespreitete MGS eben-
falls Wechselwirkungen einzugehen. Abb. 21 zeigt den Flachenausschnitt bei der gleichen

Komprimierung wie in Abb. 19 fiir CrEL abgebildet.

Abb. 21: MGS (10 pg) auf HP-g-CD (1% in Wasser) bei 29% Komprimierung (A=284 cm?)

Im Fall von CD hat sich jedoch kein homogener Film gebildet, und es sind in der BAM-
Aufnahme mindestens drei verschiedene Helligkeitsabstufungen erkennbar, die auf unter-
schiedliche Beschaffenheit oder Dicke des Oberflachenfilms hindeuten. Im Vergleich zu Abb.
17, die MGS (10 ug) auf Wasser ohne Zusatze zeigt, erscheinen die Strukturen jedoch

dunkler und lassen einen diinneren oder weniger dichten Film vermuten.

Im Verlauf der weiteren Komprimierung war jedoch zu beobachten, dass der Film mit seinen
Inseln und Lochern in sich vollig unbeweglich war. Im Gegensatz zu den MGS-Schollen aus
Abb. 17 haben sich die einzelnen Strukturen hier nicht weiter zusammengeschoben oder auf
einander zu bewegt, wahrend sie mit Hilfe der Barriere unter dem BAM vorbei geschoben
wurden. Eine mdogliche Erklarung konnte das Vorhandensein eines kaum reflektierenden,
jedoch unbeweglichen, sehr diinnen Films sein, der die dunklen Bereiche ausfillt. Kaercher
et al. [176] kommen bei ihren Untersuchungen mit MGS von Patienten mit Meibomitis auf ein
ahnliches Ergebnis. Eine andere Erklarung wéare, dass die Schollen ineinander verzahnt und
verkantet waren und sehr steife, unbewegliche Filmbruchstiicke darstellten. In ihrer Gesamt-
heit bildeten sie daher ein patchwork-artiges, zusammenhangendes Gerist, das als Einheit

von der Barriere auf der Subphase verschoben wurde.
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Als Wechselwirkung kann hier ein volliger oder teilweiser Einschluss von Lipidkomponenten
des MGS in die lipophile Kavitat des CDs in Betracht gezogen werden. Fur HP-b-CD und die
nativen CD wird in der Literatur [58, 181] die F&higkeit beschrieben, Lipide aus Membranen,
vornehmlich Cholesterol und Phospholipide, zu extrahieren. Sowohl Cholesterol als auch
Phospholipide sind im MGS nachgewiesen worden [23]. Es wére daher vorstellbar, dass
auch HP-g-CD in der Lage ist, mit diesen Lipiden Inklusionen zu bilden und dadurch Wech-
selwirkungen der MGS-Lipide untereinander zu stéren bzw. zu unterbinden. Moglicherweise
ging damit eine strukturelle Auflockerung einher, die eine grof3ere Ausdehnung auf der
Subphase ermdglichte, worauf auch die dunklere Farbung der Schollen hindeuten kdnnte.
Beim Zuriickfahren der Barriere I6sten sich die urspriinglichen MGS-Strukturen offensichtlich

weiter auf und zeigten ein grof3flachiges Netz mit vereinzelten dunklen Bereichen (Abb. 22).

Diese auffallende Netzstruktur war bei MGS auf CrEL/Wasser (vgl. Kap. 4.5.2.2) sowie unter
Zugabe von Mischungen aus CrEL mit HP-gCD bzw. HTAP-b-CD (vgl. Kap. 4.5.2.8) zur
Subphase zu beobachten und trat jeweils bei nahezu vollstandiger Expansion, nach zuvor

erfolgter Kompression, auf.

Abb. 22: MGS (10 pg) auf HP-g-CD (1% in Wasser) bei 80% Expansion nach erfolgter
Kompression (A=305 cm?)

Nach erfolgter Kompression von 60 pg MGS auf EBS (vgl. Abb. 18), also ohne weitere
Formulierungskomponenten, war diese Netzstruktur ebenfalls zu beobachten, allerdings in
weniger ausgepragter Form. Es wére daraus zu schlussfolgern, dass sich MGS-Kompo-
nenten lateral in bestimmter Art und Weise selbst assoziieren und die Ausbildung dieser
netzartigen Struktur durch die Substanzen in der Subphase in gewisser Weise unterstitzt,

zumindest aber nicht behindert wird.
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Bei Anwendung am Auge kénnte die Ausbildung dieser ,Netze" fir den Erhalt eines zusam-

menhangenden Lipidfilms vorteilhaft sein.

4.5.2.4 Subphasen-Zusatz: Hydroxytrimethylammoniopropyl-b-Cyclo-

dextrin

Der Einsatz einer 1%igen HTAP-b-CD L&ésung als Subphase schien im visuellen Vergleich
wenig Einfluss auf die MGS-Strukturen an der Oberflache zu nehmen. Abb. 23 zeigt MGS-
Schollen, die im Erscheinungsbild sehr denen aus Abb. 17 fur MGS/Wasser &hneln. Auffallig
sind lediglich die starker ausgefransten Randstrukturen, die bei nahezu allen beobachteten
MGS-Schollen auf HTAP-b-CD auftraten und in diesem Bereich den netzartigen Strukturen
aus Abb. 22 ahneln. Bei Kompression waren weder ein nennenswerter Anstieg von Schub
oder Potential zu messen (Daten nicht dargestellt), noch traten bei Expansion die zuvor
erwahnten, ausgepragten Netzstrukturen auf. Es lasst sich schlussfolgern, dass sich wie bei
MGS auf Wasser (vgl. Kap. 4.5.2.1) kein homogen reflektierender Film gebildet hat und in
dieser Versuchsanordnung kaum Wechselwirkungen zwischen den MGS-Lipiden und dem
HTAP-b-CD in der Subphase auftraten.

Abb. 23: MGS (10 pg) auf HTAP-b-CD (1% in Wasser) bei 50% Komprimierung (A=233 cm?)

HTAP-b-CD weist aufgrund der positiv geladenen Stickstoff-Gruppierungen in den nach
aulRen gelegenen Seitenketten kationischen Charakter auf. Substituenten an den Seiten-
ketten eines CD-Molekils kdnnen in hohem Mal3e die Inklusion beeinflussen [182, 183]. Bei
Seitenketten mit ionischem Charakter wurde in Abhangigkeit von ihrer Position zur Kavitat
eine Behinderung der Komplexbildung gefunden [60]. Sterische Hinderung und verminderte

Inklusion in die b-Kavitat kbnnen also fiir reduzierte Wechselwirkungen mit den MGS-Lipiden
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verantwortlich sein. Allerdings miissen ionische Wechselwirkungen mit der AuB3enseite des
CD-Molekils aufgrund der entgegengesetzten Ladungen, z.B. in Phospholipiden des MGS,

angenommen, werden wie schon fur FSC diskutiert (vgl. Kap. 4.2.3.3).

Darlber hinaus weist HTAP-b-CD im Vergleich zu HP-g-CD eine signifikant geringere Ober-
flachenaktivitat (51,45 = 0,42 mN/m fir HTAP-b-CD und 47,05 £ 0,09 mN/m fur HP-g-CD)
auf, so dass sich in dieser Versuchsanordnung moglicherweise weniger HTAP-b-CD Mole-
kiile an der Oberflache der Subphase anreichern und in Wechselwirkung mit dem gesprei-
teten MGS treten konnen. Miller und Brauns [182] fanden fur HTAP-b-CD eine vernach-

lassigbar geringe Oberflachenaktivitat.

4.5.2.5 Subphasen-Zusatz: Propylenglykol

Bei Zugabe von 1% PG zur Subphase zeigten sich keinerlei schollenartige Strukturen wie sie
beim Aufspreiten von MGS auf Wasser (vgl. Kap. 4.5.2.1) oder auf HTAP-b-CD/ Wasser
(vgl. 4.5.2.4) zu sehen waren. Dagegen fielen sehr helle, stark reflektierende Punkte auf
(Abb. 24), die mit dem Film unter dem Mikroskop vorbei geschoben wurden. Weiterhin waren
sehr schwach - schattenhaft im Hintergrund - schaumartige Strukturen zu erkennen, die von

einer nur schwach reflektierenden Substanz stammen mussen.

Abb. 24: MGS (10 pg) auf PG (1,0% in Wasser) bei 95% Komprimierung (A=127 cm?)
(Das regelmafige Streifenmuster ist bedingt durch die Bildbearbeitung.)

Moglicherweise hat PG aufgrund seiner I6sungsvermittelnden Eigenschaften einzelne MGS-
Bestandteile solubilisiert und das komplex zusammengesetzte Sekret sozusagen in
Fraktionen mit hoher und geringer Reflexion aufgetrennt. Es ist denkbar, dass PG hydrophile

Wechselwirkungen mit polaren Bereichen der Lipide eingeht, sich dadurch zwischen die
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Molekile lagert und so geordnete Strukturen aufbricht. Ein vergleichbares Verhalten wird
auch als mogliche Funktion des Kotensids in einer ME diskutiert. Auf die MGS-Strukturen auf
der Trogoberflache hatte PG beim visuellen Vergleich der BAM-Bilder mit den CD einen sehr

viel deutlicheren Einfluss.

4.5.2.6 Subphasen-Zusatz: Mikroemulsion ME-CD

Sehr interessante Strukturen ergaben sich bei der Zugabe der Formulierung ME-CD in
0,1%iger Konzentration zur Subphase. Von einer dicht gepackten, einheitlichen Filmschicht
(Abb. 25) Uber zunehmend aufgelockerte Strukturen (Abb. 26 - Abb. 28) bis hin zu einem
sich auflésenden ,Schaumgebilde” (Abb. 29) konnte Uber die gesamten Kompressions- bzw.
Expansionszeit (45 min) hinweg eine Veranderung der Oberflachenstruktur beobachtet
werden. Eine mogliche Ursache kdnnte eine zeitabhangige Strukturierung des Films, auch

bereits ohne MGS-Spreitung, sein.

So untersuchten beispielsweise Glasgow et al. [179] im Langmuir-Trog die Anderung des
Oberflachendrucks tber mehrere Stunden hinweg, nachdem Trénen-Lipocaline® in eine
Puffersubphase injiziert wurden, und fanden einen Anstieg des Oberflachendrucks nach

einer ,Ruhephase” von ca. 30 min bis zum Erreichen eines Plateaus nach ca. 180 min.

Abb. 25: MGS (10 ug) auf ME-CD (0,1% in Wasser) bei 18% Komprimierung (A=310 cm?)

! Lipocaline sind Proteine, die in der Lage sind, kleine hydrophobe Substanzen zu binden und dadurch den Transport dieser
Verbindungen im hydrophilen Milieu des Kérpers zu ermdglichen. Diese Proteine kommen z.B. in der Tranendriise oder der

Nasenschleimhaut vor.
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Abb. 28: MGS (10 pug) auf ME-CD (0,1% in Wasser) bei 15% Expansion (A=149,7 cm?)
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Abb. 29: MGS (10 pg) auf ME-CD (0,1% in Wasser) bei 71% Expansion (A=284 cm?)

Prinzipiell ist fur jeden Zusatz oberflachenaktiver Substanzen zur Subphase eine Gleich-
gewichtseinstellung in Abhéngigkeit von der Diffusionsgeschwindigkeit und der Oberflachen-
aktivitat der entsprechenden Substanz hinsichtlich ihrer Konzentration im Inneren der
Subphase und an deren Oberflache zu erwarten. Dieser Aspekt, der bei den Mehrkompo-
nentensystemen, wie den ME, potenziert zum Tragen kommen kann, wurde in den
vorliegenden Studien jedoch nicht entsprechend bertcksichtigt, und alle Versuchsreihen

wurden nach einer kurzen Ausgleichszeit von nur 5 min gestartet.

Der einheitliche Film am Anfang (Abb. 25) &hnelt im Aussehen dem MGS/CrEL-Film (Abb.
19). Auch der Verlauf der Isothermen (Abb. 30) ist mit der CrEL-Messung vergleichbar.
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Abb. 30: Schub (blau) und Potential (orange) von MGS (10 pg) auf ME-CD (0,1%)
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Da vermutlich durch das Losen der ME-CD in Wasser die typischen ME-Strukturen
zumindest teilweise verandert werden, ist auch hier eine Orientierung der freien CrEL-
Molekiile an der Oberfliche anzunehmen und wiirde die Ahnlichkeiten mit dem MGS/CrEL-

Film zu Beginn des Versuchs erklaren.

Weiterhin enthélt die ME die Fettkomponente IPM, die in der wassrigen Umgebung entweder
durch Mizellen oder CD-Einschlussverbindung in Losung gehalten wird oder sich an der Sub-
phasenoberflache anreichert. Bei hier nicht weiter dokumentierten Vorversuchen wurde
ermittelt, dass IPM auf Wasser spreitet und bei Kompression im Langmuir-Trog einen Film
bildet, der bei einer gespreiteten Menge von 80 pug einen maximalen Schub von 18 mN/m

ergab.

In den Bildausschnitten ab Abb. 26 fallen helle Bereiche an der Oberflache auf. Anhand des
Erscheinungsbildes, wie sie den Film durchziehen, muss angenommen werden, dass es sich
um eine mobile Phase handelt, die durch Strémungen auf der Oberflache mitgenommen und
verteilt wird. IPM, das bei Raumtemperatur flissig ist, kénnte moglicherweise durch

Wechselwirkungen mit MGS-Komponenten diese Phase darstellen.

Beim Auftragen der MGS-Chloroform-Lésung auf die ME-CD enthaltende Subphase fand
hier keine Spreitung statt, sondern die Ldsung blieb als Linse auf der Oberflache so lange
liegen, bis das Chloroform abgedampft war. Das bedeutet, dass der Spreitungskoeffizient
Sk', der in diesem Fall die Differenz aus Oberflachenspannung der Subphase und Grenz-
und Oberflachenspannung der Chloroformphase darstellt, negativ war. Das MGS konnte sich
beim Auftragen also nicht spontan Uiber die gesamte Oberflache verteilen, sondern blieb als
Bolus liegen, von dem ein zeitabhangiges Vermischen der Komponenten ausging, wodurch

die inhomogene Reflexion des Films verursacht sein konnte.

In Abb. 27 ist eine deutliche Strukturierung der Oberflache in eine Art Tropfchen zu
erkennen, in denen sehr helle Punkte auffallen, die in ihrer Verteilung dem in Abb. 26
erkennbaren Stromungsmuster folgen. Im weiteren Versuchsverlauf (Abb. 28) nahmen die
hellen Strukturen zu und gleichzeitig die flachenmafige Ausdehnung des reflektierenden
Gesamt-Filmes ab. Wie Abb. 29 zeigt, nehmen nachfolgend die Strukturen nur noch einen

geringen Teil der Bildflache ein, obwohl die Expansionsoberflache zu diesem Zeitpunkt eine

" S =0s - (gL - gLS)

&: Oberflachenspannung der wunteren Flissigkeit; g: Oberflachenspannung der spreitenden Flissigkeit; gs:

Grenzflachenspannung zwischen den beiden Flissigkeiten
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Ausdehnung hat, die ungefahr die Halfte der komprimierten Flachen aus Abb. 25 und Abb.
26 betragt. Es scheinen also grol3e Teile des anfanglich erkennbaren Films in die Subphase
abzutauchen oder ihre Struktur derart zu verandern, dass die Reflexion abnahm und nicht
mehr zu detektieren war. Allerdings bleibt der relativ hohe Schub (Anfangswert: 39 mN/m)
nahezu unverdndert (Abb. 30), was fiir einen vorhandenen, nicht reflektierenden

Oberflachenfilm spricht.

Vollhardt und Fainermann [180] haben die Penetration einer amphiphilen Substanz aus der
Subphase in einen bestehenden Monolayer untersucht und berechnet. Dabei fanden sie
einen sprunghaften Anstieg des Schubs bei der Ausbildung eines Mischfilms und daran
anschlieBend einen eher flachen Kurvenverlauf der Isotherme. Fir die hier ermittelte Isother-
me (Abb. 30) war ein schwacher Anstieg im Verlauf der Messung ebenso zu registrieren.
Allerdings nutzten Vollhardt und Fainermann [180] flr ihre Experimente einen unterschied-
lichen Versuchsaufbau, in dem ein gespreiteter Monolayer mit Hilfe zweier Barrieren lber

eine tensidhaltige Subphase geschoben wurde.

Die BAM-Aufnahmen von Vollhardt und Fainermann [180] zeigen Bildung, Anwachsen und
Koaleszenz kondensierter Phasen aus Monolayer und amphiphiler Substanz aus der Sub-
phase. Die hier in Abb. 28 und Abb. 29 gezeigten Bilder weisen groRe Ahnlichkeit mit diesen
Aufnahmen auf. Unklar bleibt allerdings, welche Substanz mit gro3er Reflexion die sehr hell
erscheinenden Reststrukturen bildet. Sofern ein Bestandteil der ME daftir verantwortlich ist,
ware bei Erhdhung der ME-Konzentration in der Subphase mdglicherweise eine Zunahme
der Reflexion oder des Anteils dieser hellen Flachen an der Gesamtflache zu erwarten. Um
dies naher zu beleuchten, wurden nachfolgend Messungen mit 1% ME-CD in der Subphase

durchgefunhrt.

Abb. 31: MGS (10 pg) auf ME-CD (1,0% in Wasser) bei 66% Expansion (A=272 cm?)
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Abb. 31 zeigt einen Oberflachenausschnitt bei einer Flache von 272 cm? aus dem Versuch
mit 1%iger ME-CD-Konzentration in der Subphase vergleichbar mit Abb. 29. Die hellen
Strukturen scheinen hier tatsachlich dichter verteilt zu sein, wobei zu berlicksichtigen ist,
dass jeweils nur ein Flachenausschnitt gezeigt wird. Der spontane Schubanstieg nach
Einfullen der Subphase war hier etwas hdher und erreichte einen Wert von 42 mN/m, im
Gegensatz zu 39 mN/m bei 0,1%iger ME-CD. Der weitere Anstieg erfolgte bei der
Kompression ebenfalls nur bis zum Maximum von 45 mN/m. Die dichter verteilten Strukturen

ergaben also wahrend der Kompression keinen grof3eren Schubanstieg.

Aufgrund der Ausbildung eines dynamischen Gleichgewichts zwischen Anordnung an der
Oberflache und Abtauchen in die Subphase, die zumindest fiir die amphiphilen Komponen-
ten moglich ist, blieb vermutlich die Oberflachenbelegung bei beiden Konzentrationen
nahezu gleich. Daher muss davon ausgegangen werden, dass die dunklen Flachen bei
diesen Messungen mit einem viel geringer reflektierenden Film belegt waren, der die Ober-
flachenspannung im Vergleich zur Oberflachenspannung von reinem Wasser deutlich
reduzierte. Die beobachteten hellen Strukturen kdnnten von ME-Bestandteilen herriihren, die
selbst keine Mizellen ausbilden und vielleicht erst zeitverzdgert in Mizellen anderer
Komponenten eingeschlossen wurden oder von besonders dichten und schlecht |6slichen

Assoziaten aus ME- und MGS-Komponenten.

4.5.2.7 Subphasen-Zusatz: Mikroemulsionen ME-PG bzw. ME-ION

Bei Zugabe von 0,1% ME-PG bzw. 0,1% ME-ION zur Subphase konnten keine so
ausgepragten Strukturen wie bei ME-CD beobachtet werden. In beiden Fallen zeigten sich
aber Anfangsstrukturen wie fir MGS auf ME-CD/Wasser in Abb. 25, die ohne die einzelnen
fur ME-CD abgebildeten Ubergangsstufen (vgl. Abb. 25 - Abb. 29) nach der Expansion in
sehr helle punktartige Reste Ubergingen. Abb. 32 veranschaulicht diese anfanglichen

Oberflachenstrukturen am Beispiel von MGS auf 0,1% ME-ION in Wasser.

Ebenfalls fur beide Zusatze vergleichbar ergab sich nach dem Spreiten des MGS ein leichter
Schubanstieg von 2 mN/m und eine weitere Zunahme im Verlauf der Kompression um
jeweils einen Betrag von 6 mN/m. Das Oberflachenpotential zeigte in beiden Fallen keine
bemerkenswerte Verdnderung wahrend des Versuchs (Daten nicht dargestellt) und lasst
damit wiederum keine Ruckschlisse auf mogliche Strukturanderungen der Oberflachen-

belegung zu.
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Abb. 32: MGS (10 pg) auf ME-ION (1,0% in Wasser) bei 33% Komprimierung (A=275 cm?)

Auch bei ME-PG und ME-ION wird fir das im Langmuir-Trog beobachtete Verhalten
hauptséchlich das Tensid CrEL als verantwortlich gesehen. Allerdings sollte das jeweilige
Kotensid sowohl auf das CrEL als auch auf das gespreitete MGS ebenfalls einen Einfluss
ausiben, wie in den vorangehenden Untersuchungen (vgl. 4.5.2.3 bis 4.5.2.5) ermittelt

wurde. Fir die drei ME konnten hier jedoch keine differenzierten Ergebnisse erzielt werden.

Darlber hinaus erfolgten Versuche mit einer Mischung aus CrEL und dem jeweiligen CD in
gleicher prozentualer Zusammensetzung wie in ME-CD und ME-ION, die 1%ig der Sub-
phase zugesetzt wurden, da insbesondere zwischen diesen Komponenten Interaktionen

erwartet wurden. Hierbei waren mogliche Effekte der Fettkomponente IPM zu eliminieren.

4.5.2.8 Subphasen-Zusatz: Mischungen aus CrEL mit HP-g-CD bzw.
HTAP-b-CD

Bei der Spreitung von MGS auf einer 1%igen Losung des Gemischs aus HP-g-CD oder
HTAP-b-CD mit CrEL, korrespondierend mit der Konzentration in den ME mit jeweils 9% CD
und 20% (ME-CD) bzw. 15% CrEL (ME-ION) (vgl. Tabelle 4), waren mit CD-freier CrEL-
Subphase vergleichbare Bilder zu beobachten (vgl. Abb. 19). Hervortraten mehrere Bereiche

von unterschiedlicher Helligkeit sowie eine ausgepragte Netzstruktur nach Expansion.

Da sich die beiden Subphasen weder im mikroskopischen Bild noch in ihren Isothermen
deutlich unterschieden, muss auch hier das Tensid als dominierend hinsichtlich seiner
Wirkung auf das MGS angenommen werden. Die CD beginstigen mdglicherweise eine
schnellere Auflockerung des Films oder eine Auftrennung der MGS-Komponenten, wie auch
fur PG diskutiert, wofir im Bild ggf. die unterschiedlich reflektierenden Bereiche sprechen

kdnnten.
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DeGirip et al. [184] haben in ihren Untersuchungen eine geringere Affinitat verschiedener CD
zu Phospholipiden als zu einer Reihe von strukturell unterschiedlichen Tensiden festgestellt
und auf diese Weise Tensidreste aus Phospholipid-Liposomen extrahieren kénnen. Alami et
al. [90] untersuchten Strukturen von Komplexen zwischen einem nicht-ionischen, zwei-
kettigen Tensid und hydroxypropyliertem a-, b-, und gCD und fanden stabartige oder

spharische Komplexe sowie ein Aufbrechen der Mizellstrukturen bei CD-Zugabe.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass auch bei den hier durchgeflihrten Versuchen
entsprechende Wechselwirkungen zwischen CrEL und dem jeweiligen CD auftraten. Da das
CD vorzugsweise Teile der hydrophoben Ketten des Emulgators inkludieren wird, kdnnte
damit der amphiphile Charakter des Tensids abgeschwacht und eine Anreicherung im
Inneren der Subphase beglnstigt werden. Fir die Oberflichenspannung einer Lésung aus
beiden Komponenten ware folglich ein Anstieg zu erwarten, was beim Vermessen mit dem

Tensiometer bestatigt werden konnte (vgl. Kap. 4.1.3.2, Tabelle 6).

Eine weitere Folge der CD-Zugabe konnte ein Anstieg der CMC des Tensids sein, was von
Topchieva und Karezin [185] fur nicht-ionische Tenside und die nativen CD nachgewiesen
wurde. Aufgrund des Uberschusses an CrEL in den hier verwendeten Formulierungen und
der sperrigen Struktur dieses dreikettigen Tensid-Molekils (vgl. Kap. 3.5.1) ist allerdings
anzunehmen, dass das Oberflachenverhalten im vorliegenden Fall durch die eventuell

gebildeten ,Komplexe" nicht grundlegend beeinflusst wurde.

Unter physiologischen Bedingungen kénnten diese Tensid/CD-Wechselwirkungen allerdings
den Vorteil haben, eventuelle Tensid-Unvertraglichkeiten abzumildern. Auch ist eine
mogliche Membranschédigung des verwendeten CDs, bedingt durch Herauslésen von Lipid-
bestandteilen aufgrund der héheren Affinitdt des CDs zum Tensid, eher auszuschlieRen.
Daran anknipfend haben Jabbal Gill et al. [186] einen protektiven Effekt von CD gegen eine
Membranschadigung durch andere Enhancer wie Laureth 9, Glykodeoxycholat oder

L-a-Lysophosphatidylcholin festgestellt.

4.5.2.9 Subphasen-Zusatz: Fertigarzneimittel liposic®

Um die Ergebnisse der durchgefiihrten BAM-Untersuchungen flir einen méglichen Einsatz
der ME-Systeme am Auge besser werten zu kénnen, wurde zum Vergleich eine Lésung des
auf dem Markt befindlichen Augengels liposic® (Dr. Mann Pharma, Berlin) als Subphase
verwendet. liposic® ist zugelassen zur Behandlung des Trockenen Auges und enthalt auf
wassriger Basis mittelkettige Triglyceride als Fettkomponente. Den arzneilich wirksamen

Bestandteil stellt Carbomer in einer Konzentration von 0,2% dar. Das Arzneimittel wurde zu
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0,1% in Wasser gel6st, um als Subphase zu dienen. Eine héhere Konzentration war nicht
verwendbar, da dann keine klaren Losungen mehr entstanden; die Verdiinnungen erschie-

nen trib und kamen fir eine BAM-Untersuchung nicht in Frage.

Die BAM-Aufnahmen zeigten neue Strukturen (Abb. 33), die in den vorangegangenen
Experimenten nicht beobachtet worden waren. An den Randern fielen streifige Bereiche auf,
die weder klar abgegrenzte Schollen darstellten noch einen geschlossenen Film bildeten. Es
muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass in diesem Fall bereits die Subphase allein
eine deutliche Strukturierung auf dem Bildausschnitt erkennen lief3, was vermuten l&sst, dass
das liposic® auch in der eingesetzten Konzentration nicht einwandfrei gelést war und somit

bereits die Subphase allein das eintretende Laserlicht reflektierte.

Auch die in Abb. 33 auffallenden sehr hellen Punkte waren bereits auf der reinen Subphase
zu erkennen. Aus der angegebenen Zusammensetzung des Handelspraparates geht nicht
hervor, in welcher Weise die mittelkettigen Triglyceride in das wassrige Gel eingearbeitet
wurden; ein Emulgator-Zusatz ist nicht aufgelistet. Insofern lassen sich auch die

abgebildeten Strukturen nicht bestimmten Substanzen zuordnen.

Abb. 33: MGS (10 pl) auf Iiposic® (0,1% in Wasser) bei 75% Komprimierung (A=174 cm?)

In Abb. 33 ist zu erkennen, dass der Bildausschnitt eine dreidimensionale Struktur zu haben
scheint und die Strukturen verschwimmen. Auch anhand der Graustufen ist nicht sicher
zuzuordnen, welche Bereiche aus dem MGS stammen und welche die liposic®-Komponenten
darstellen. Die Aufzeichnung der Isothermen brachte ebenfalls keine klare Aussage, da kein
strukturierter Film gebildet wurde, der die Oberflichenparameter Schub und Potential

beeinflussen konnte.
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Im Unterschied also zu den ME-Systemen wurde im Falle des liposic®-Gels kein Ober-
flachenfilm gebildet. Dem MGS waren nach der Spreitung und wahrend der Kompression auf

den BAM-Bildern keine eindeutigen Strukturen mehr zuzuweisen.

Kapitel-Zusammenfassung

In diesen Modell-Versuchen sollten Wechselwirkungen der ME-Formulierungen sowie
einzelner Komponenten daraus mit den Tranenlipiden (MGS) hinsichtlich Unterstiitzung der
Funktion oder Ersatz des Lipidfiims [187] untersucht werden. Die getesteten Mikro-
emulsionen, ME-CD, ME-ION und ME-PG, koénnten Vorteile fiir die Therapie des Sicca-
Syndroms aufweisen und als mdgliche arzneistofffreie oder auch —haltige Systeme Anwen-

dung finden. Aus den durchgefiihrten Experimenten kann restimiert werden:

» HP-g-CD bzw. HTAP-b-CD unterstitzten beide die Ausbildung netzartiger Strukturen
des MGS auf der Subphasenoberflache, wodurch das Ausbilden eines zusammen-
hangenden Lipidfiims auf der Augenoberflache, vor allem auch bei Meibomitis-
Patienten, deren MGS eine veranderte, inhomogene, relativ starre Struktur aufweist
[172, 177], erleichtert werden konnte.

> PG unterschied sich von den beiden CD deutlich, da hier mittels BAM keine
Filmstrukturen auf der Oberflache zu detektieren waren. Die charakteristische MGS-

Struktur wurde durch diese Substanz vermutlich spontan zerstort.

» CrEL konnte als Film gespreitet werden und bildete aufgrund seiner amphiphilen
Eigenschaften, vermutlich auch nach Ldsen in der Subphase, einen Oberflachenfilm,
der mit dem gespreiteten MGS interagieren konnte. Es wurde eine zeitliche
Abhangigkeit festgestellt, da sich die Oberflachenstrukturen nur allmahlich auszu-

breiten bzw. aufzulésen schienen.

» Bei Zugabe der drei ME-Systeme zur Subphase konnten keine differenzierten Ergeb-
nisse detektiert werden. Allerdings werden vermutlich durch den starken Verdin-
nungseffekt die spezifischen ME-Strukturen zerstort, so dass bei Zugabe der Einzel-
komponenten zur Subphase in analogen Konzentrationen vermutlich ahnliche Effekte
zu erwarten sind. In diesen Untersuchungen war jeweils das oberflachenaktive CrEL
in seiner MGS-Wechselwirkung dominant, so dass hinsichtlich der visuellen Auswer-

tung ahnliche Ergebnisse wie unter alleinigem Tensid-Zusatz resultierten.

» Durch die hier beobachteten Interaktionen mit einer oder mehreren amphiphilen ME-
Komponenten kann die Verteilung und ggf. Expression neuen Meibom-Sekrets

erleichtert werden, indem neues MGS, was in den Drisengangen der Meibom’schen
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Drisen gespeichert wird oder am Lidrand haftet, herausgelést und durch den

Lidschlag verteilt wird.

» Durch Wechselwirkungen zwischen den CD und dem Tensid in den ME-Rezepturen
kénnen mdoglicherweise die jeweiligen Einzel(neben)wirkungen abgeschwéacht und
damit die Vertraglichkeit der Formulierung verbessert werden. Zudem kdnnte bei
Applikation von ME-CD oder ME-ION ein Aufrechterhalten der dreischichtigen

Struktur des Tranenfilms mit aufliegendem Lipidfilm beglnstigt sein.

» Der Einzeleffekt des PG kam in der Formulierung ME-PG nicht mehr zum Tragen,
was ebenso wie im Falle der CD sowohl die physiologische Vertraglichkeit als auch
die tranenfilmstabilisierende Wirkung der Formulierung im Vergleich zur Einzel-

komponente optimieren kénnte.

> Das Fertigarzneimittel liposic® zeigte dhnliche Effekte wie PG und filhrte spontan zum
Auflosen der MGS-Strukturen. In diesem Fall ware eher zu erwarten, dass die
physiologische Tranenfilmstruktur zerstort wird und aufgrund der schlechten Wasser-
|6slichkeit der Zubereitung im Falle einer Anwendung mit deutlicher Sichtbehinderung

Zu rechnen ist.

» Die beobachtete zeitliche Verzégerung des MGS-Ldsungsprozesses durch die drei
ME sowie CrEL koénnte vorteilhaft sein, da die Verweildauer einer applizierten

Formulierung auf der Augenoberflache in der Regel nur wenige Minuten betragt.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Substanzen

Arzneistoffe

Androstendion
Testosteron
Fluorescein-Na

Cyclodextrine

Hydroxypropyl-g-CD
Hydroxytrimethylammoniopropyl-b-CD

Hilfsstoffe fir die Mikroemulsionen

Cremophor® EL
Isopropylmyristat
Propylenglykol
Methylenblau (L6ffler’s)
Oil Red O

HPLC-FlieRmittel

Acetonitril (HPLC grade)
Methanol (LiChrosolv®)
Wasser

Substanzen fur die In-vivo-Studien

Ursotamin®

Rompun® 2%

Schering AG, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Wacker Chemie, Miinchen?
Wacker Chemie, Miinchen

Caesar & Loretz, Hilden

Caesar & Loretz, Hilden

Wasserfuhr, Bonn

E. Merck, Darmstadt

Serva Entwicklungslabor, Heidelberg

J.T. Baker, Deventer, Holland
E. Merck, Darmstadt

Reinstwasser (RS 90-4 UF, SG Wasserauf-
bereitung und Regenerierstation GmbH,
Hamburg-Barsbuittel)

Wirkstoff: Ketamin-HCI
Serumwerk Bernburg AG

Wirkstoff: Xylazin-HCI
Bayer Vital GmbH, Leverkusen

! Der Firma Wacker Chemie, Miinchen sei an dieser Stelle fiir die kostenlose Uberlassung der CD-Muster gedankt.
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Liquemin® N 25000

Na-EDTA
Isoton. NaCl-Lésung

Methyl-tert. Butylether (MTBE)

Wirkstoff: Heparin-Na, 5.000 I.E./ml
Roche

Isocomerz, Herzberg
Delta Pharma, Pfullingen
J.T. Baker, Deventer, Holland

Pufferlésung und weitere Chemikalien

Zusammensetzung Earl’s Balanced Salts pH 7,4* (EBS)

CaCl,*2H,0
MgSO, (wasserfrei)
KCI

NacCl
Na,HPO,4+2H,0
D-Glucose
NaHCO;

Verwendete Elektrolyte:
Calciumchlorid
Magnesiumsulfat
Kaliumchlorid
Natriumchlorid

Natriummonohydrogenphosphat

D-Glucose
Natriumbicarbonat

Salzsaure (0,1 N)
Natriumhydroxid (0,1 N)

Chloroform

Carbogen (CO,/0; 5:95)
n-Octanol
Trichloressigsaure

0,265 g/l
0,0977 g/l
0,4 g/l
6,8 g/l
0,122 g/l
1,09/l
2,29/l

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Ferak Laborat, Berlin

Wasserfuhr, Bonn

Laborchemie, Apolda

E. Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
E. Merck, Darmstadt

Chemapol, Prag

J.T. Baker, Deventer, Holland
Air Liguide GmbH, Dusseldorf
J.T. Baker, Deventer, Holland
E. Merck, Darmstadt

! Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mittels 0,1 N HCI- oder NaOH-Losung.
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5.2 Methoden

5.2.1 GEHALTSBESTIMMUNGEN

5.2.1.1 Androstendion und Testosteron

Es wurde eine HPLC-Methode [74] genutzt, die eine parallele Bestimmung beider Substan-
zen, AD und TST, erlaubt. In nachfolgender Tabelle 23 sind die Methoden- und Gerate-

parameter aufgelistet.

Tabelle 23: Parameter der HPLC-Analytik fiur AD und TST

Pumpe Intelligent Pump L-6200, Merck-Hitachi, Darmstadt
Detektion L-4000 UV Detector, Merck-Hitachi, Darmstadt

bei 240 nm
Injektion Rheodyne, Cotati, CA, USA

20 pl Injektionsvolumen
Autosampler Merck-Hitachi, Darmstadt
Séaule LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm) 125-4, Merck, Darmstadt
Vorsaule LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm) 4-4, Merck, Darmstadt
Mobile Phase 60% Acetonitril, 40% Wasser
FlieBgeschwindigkeit 1,0 ml/min

Die Nachweisgrenze fir die beiden Substanzen lag < 40 ng/ml und die Bestimmungsgrenze

betrug 0,5 pg/ml.

5.2.1.2 Fluorescein

FSC wurde am Fluorimeter (RF 5001 PC, Shimadzu, Japan) nachgewiesen. Die Messungen
erfolgten bei einer Extinktion von 492 nm, wobei sich eine Emissionswellenldnge von 511 nm

ergab. Die Bestimmungsgrenze dieser Methode lag bei 0,095 ng/ml.
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5.2.2 HERSTELLUNG DER MIKROEMULSIONEN

Alle untersuchten Systeme (Zusammensetzung s. Tabelle 4) wurden auf die gleiche Weise
hergestellt. IPM und CrEL wurden zusammen unter Rihren und Erwarmen auf 75 °C
(Magnetrihrer, RCT B, IKA Labortechnik Staufen, Janke&Kunkel GmbH&CoKG, Staufen)
gemischt. Unter identischen Bedingungen wurde eine Lésung des jeweiligen Kotensids
(HP-g-CD, HTAP-b-CD bzw. PG) in Wasser hergestellt, die daraufhin unter fortgesetztem
Ruhren und Temperieren (75 °C) in die Lipid/Tensid-Mischung gegeben wurde. Alle Systeme
zeigten direkt nach dem Vermischen eine leichte Triibung, die bei Erreichen von RT
verschwand. Eine Einarbeitung von Arzneistoff erfolgte durch Ldsen in der wassrigen

Kotensid-Losung vor der Zugabe zur Lipid/Tensid-Mischung.

5.2.3 FARBEMETHODE

Auf einem Uhrglas wurden jeweils drei Tropfen der zu prifenden ME aufgebracht. An den
Rand wurden daraufhin nacheinander zwei Tropfen der jeweiligen Farbstofflésung gegeben
und vorsichtig mit einem Glasstab mit der ME vermischt. Fur die Mikroskopischen
Untersuchungen wurde die zu untersuchende ME auf einen Objekttrager getropft und mit
einem Deckglaschen abgedeckt. Die jeweilige Farbstofflosung wurde seitlich mit Zellstoff
eingezogen und das Mischverhalten unter dem Mikroskop (Olympus CH2, Olympus Optical,
Co Ltd., Japan, VergroBRerung 10fach bzw. 40fach) beobachtet. Zur Betrachtung der
Mischung wurde das Deckglaschen vorsichtig abgehoben und die Zubereitung homogen mit
dem Farbstoff vermischt. Es wurden fir beide Methoden Lofflers Methylenblauldsung fur die

Mikroskopie sowie eine 1%ige Losung von Oil Red O in IPM verwendet.

5.2.4 POLARISATIONSMIKROSKOPIE

Die Bestimmung der optischen Isometrie der ME-Systeme erfolgte an einem Polarisations-
mikroskop (Laborlux 12 Pol S, Leica Mikroskopie Systeme GmbH, Wetzlar). Die Proben
wurden auf einen Objekttrager aufgetropft, mit einem Deckglaschen abgedeckt und im

polarisierten Licht betrachtet.
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5.2.5 PHYSIKALISCH-CHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

5.2.5.1 Viskositat

Die Viskositatsbestimmungen wurden am Ubbelohde-Viskosimeter (Schott-Gerate, 6238
Hofheim) im Automatikbetrieb durchgefuhrt. Nach dem Temperieren der Probe im Wasser-
bad bei 25 °C £ 0,1 (Thermostat CT 1450 und AVS 350, Schott, Hofheim) wurde mindestens
funfmal die Durchflusszeit durch eine geeignete Kapillare bestimmt und unter Einbeziehung
der Geratekonstante die kinematische Viskositat n erhalten. Mittels der Dichte r (s.

Kap. 5.2.5.2) liel3 sich aus diesem Wert die dynamische Viskositét h berechnen.

5.2.5.2 Dichte

Fur die Bestimmung der Dichte wurde das Density meter DMA 38 der Firma Anton Paar KG,
Graz, Osterreich, verwendet. Die Proben wurden vor der Messung durch das Geréat auf

25 °C temperiert. Jede Probe wurde dreimal vermessen.

5.2.5.3 pH-Wert

Die Messung des pH-Werts erfolgte am pH-Meter 766 Calimatic (Knick Elektronische
Messgerate GmbH&Co, Berlin) bei RT.

5.2.5.4 Brechungsindex

Der Brechungsindex wurde an einem Abbé-Refraktometer (Carl-Zeiss-Jena, Jena) gemes-

sen. Die Bestimmung erfolgte dreifach bei RT.

5.2.5.5 Tonizitat

Die Messungen des osmotischen Drucks [mOsmol/kg] wurden mit einem automatischen
Halbmikro-Osmometer (Knauer GmbH, Berlin) durchgefiihrt. Jede Probe wurde dreifach
vermessen. Das Gerat wurde regelmaRig mit destilliertem Wasser (0 mOsmol/kg) und einer
1,2687%igen NaCl-Lésung (400 mOsmol/kg) kalibriert.
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5.2.5.6 Oberflachenspannung

Fir die Bestimmung der statischen Oberflachenspannungen [mN/m] wurde ein Ring-Tensio-
meter (TE 1C, Lauda, Lauda-Konigshofen) verwendet. Alle Messungen (n=5) erfolgten

mittels eines Platin-Iridium-Rings bei RT.

5.2.5.7 Dielektrizitatskonstante

Die Bestimmung der Dielektrizitatskonstanten wurde am DK-Meter Typ GK 68 (MLW-
Prufgeréte, Karl-Marx-Stadt) durchgefiihrt. Die Kalibrierung des Gerats erfolgte mit folgenden
Kalibrier-Flussigkeiten (Laborchemie, Apolda): Cyclohexan, Chlorbenzol, Acetophenon,
Methanol, Aceton, 1,2-Dichlorethan, 1,4-Dioxan/Wasser 3:7 bzw. 2:8 und gereinigtem

Wasser. Die Messungen wurden durchgeftihrt bei einer Temperatur von 20 °C + 0,5.

5.2.6 KALORIMETRISCHE MESSUNGEN

Die kalorimetrischen Messungen wurden an einem Warmestrom-Differenz-Kalorimeter
(SETARAM C80D, Caluire Cedax, Frankreich) durchgefihrt.

Fir die Untersuchungen an ME-CD wurde mit einer Umkehrmischzelle gearbeitet, in deren
inneren Zylinder 0,3 g einer Mischung aus 20% CrEL und 5% IPM geflllt wurde und deren
auRerer Zylinder 0,9 g einer wassrigen Lésung von 7, 9 bzw. 11% HP-gCD, ggf. unter
Zusatz von 0,0025% AD, enthielt. Zur besseren Durchmischung wurden beiden Zellen Glas-
kugeln zugefiigt. Nach Erreichen der Versuchstemperatur von 40 °C +0,5 wurde die
Schwenkvorrichtung aktiviert und der Mischungsvorgang begonnen. Nach erneutem
Erreichen der Basislinie konnte die Messung beendet werden. Die Vergleichszelle enthielt
Luft. Die Auswertung erfolgte durch Integration der Flache unter der Wéarmestromkurve

mittels geratezugehdoriger Software.

Die Untersuchungen zur Komplexierung von AD durch HTAP-b-CD wurden im Scanning-
Betrieb mit einer Heizrate von 2,5 K/min Uber eine Temperaturspanne von 30-300 °C
durchgefiihrt unter Verwendung der Normalzelle mit Glaseinsatz. Folgende Zubereitungen

wurden vermessen:

» HTAP-b-CD
» AD

> 28,64 mg AD (110 Mol) und 334,0 mg HTAP-b-CD (2+10™ Mol) geldst in Wasser und
gefriergetrocknet sowie als trockene Verreibung
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Die Einzelsubstanzen wurden zuvor getrocknet (RT, Exsikkator). Die physikalische Mischung
wurde in einem Porzellanmérser unter standigem Verreiben und Abschaben hergestellt. Um
eine Inklusion des AD zu erreichen, wurde eine Lésung aus AD und HTAP-b-CD in Wasser
hergestellt (s.0.!) und bei -35 °C und 27 mbar gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage
Alpha 1-4, Christ Medizinischer Apparatebau, Osterode/Harz). Jede Probe wurde so
bemessen, dass in jedem Fall 5 mg AD enthalten waren. Die Auswertung der Peaks erfolgte

mittels geratezugehdriger Software.

5.2.7 RONTGENKLEINWINKELSTREUUNG

Die Rontgenkleinwinkelmessungen wurden mit einer Kratky-Kamera (A-8054, Anton Paar,
Osterreich) durchgefiihrt. Die Streumuster wurden auf Fotoplatten (BAS Ill, Fuji) erhalten und

mit einem Scanner (MAC Science Dip-Scanner IPR-420) eingelesen.

5.2.8 VERTEILUNGSKOEFFIZIENT

Hier wurden die Verteilungskoeffizienten fir AD und FSC zwischen Oktanol bzw. IPM und
EBS sowie der Einfluss der zugefligten Kotenside bestimmt. Nach vorheriger Abséattigung
des Oktanols bzw. IPM mit EBS wurden jeweils 2 ml der lipophilen Testphase mit dem
gleichen Volumen an wassriger Substanzldsung (25 pg/ml) zusammengegeben und bei RT
mind. 2 h auf einem Schitteltisch (Thys 2, VEB MLW Labortechnik, Ilmenau) geschuttelt.

Fur die Bestimmung der VK der Wirkstoffe in EBS musste die Versuchsdurchfiihrung
modifiziert werden, da bei einem Konzentrationsverhaltnis der lipophilen zur hydrophilen
Phase von 1:1 (jeweils 2 ml, s.0.!) ein vollstandiges Auflosen in einer der beiden Phasen, je
nach Substanzcharakter, erfolgte. Es wurden 1 ml lipophile Phase mit 5 ml wassriger Phase
fur die AD-Bestimmung und umgekehrt 5 ml Olphase mit 1 ml wassriger Losung im Falle des

FSC bei gleichbleibender Substanz-Konzentration kombiniert.

Nach Beenden des Schiittelvorgangs wurden die Ansétze 10 min bei 2.500 min™ zentrifugiert
(Labor-Zentrifuge, 2230, B. Hermle AG, 7209 Gosheim) und der wassrigen Phase 500 pl
Probe enthommen. Der Substanz entsprechend wurde der Gehalt vor und nach der
Verteilung an der HPLC (AD) bzw. am Fluorimeter (FSC), wenn nétig nach vorangehender
Verdinnung, bestimmt (vgl. Kap. 5.2.1). Die Berechnung des VK erfolgte nach folgender
Gleichung:
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0 1
VK - VW >(CW Cw)
V

1
L>CW

Vi : Volumen der wéssrigen Phase; V. : Volumen der éligen Phase; c,”: Ausgangskonzen-
tration der Substanz in der wassrigen Phase; ¢’ Endkonzentration der Substanz in der

wassrigen Phase

5.2.9 SATTIGUNGSLOSLICHKEIT

Der Arzneistoff wurde der jeweiligen zu untersuchenden Losung im Uberschuss zugegeben
und in einem Bioinkubator (3032 GFL, Gesellsch. f. Labortechnik mbH, Burgwedel) bei 25 °C
Uber 48 h geschittelt. Die ungeléste Substanz wurde durch Filtration (Cellulosenitrat-Filter,
PorengrofRe 0,2 um, Sartorius GmbH, Goéttingen) abgetrennt und das Filtrat mit Acetonitril in
den Messbereich verdinnt. Um das Erreichen der Sattigungskonzentration zu Uberprifen,
wurden jeweilige Parallelansatze unter gleichen Bedingungen weitere 24 h geschuttelt und in
gleicher Weise aufgearbeitet. Der Arzneistoffgehalt wurde mittels HPLC bestimmt (vgl.
Kap. 5.2.1.1). Die Sattigungskonzentration war bei allen Proben bereits nach 48 h erreicht,
da die Konzentrationen nach 72 h in keinem Fall signifikant héher lagen. Jeder Ansatz

umfasste 4 Proben.

Die Erstellung der Loslichkeitsisothermen (Abb. 12) mit den CD erfolgte wie oben

beschrieben bei CD-Konzentrationen von jeweils 0,1; 1; 2; 5; und 10%.

5.2.10 IN-VITRO-PERMEATIONSSTUDIEN

Zur experimentellen Ermittlung der Membranpermeation stehen zahlreiche Permeations-
modelle zur Verfligung. Viele davon sind dem Versuchaufbau entsprechend modifiziert,
basieren aber auf etablierten Systemen, wie zum Beispiel der Ussing-Kammer [53, 111, 127,
188], den Side-Bi-Side-Zellen [117] oder der Franz-Zelle, wobei letztere hauptséachlich fir
transdermale Permeationsstudien genutzt wird [189 - 191]. Allen Modellen gemeinsam ist die
Moglichkeit zur Temperierung der Kammern, ggf. zur Durchmischung der Kompartimente

sowie zur Probenentnahme aus der Akzeptorkammer.

In dieser Arbeit fand das Modell einer Ussing-Kammer aus Acrylglas (Grinberg Kunststoffe,
Rodermark), die zuvor in der Arbeitsgruppe entwickelt wurde [128], Anwendung. Um das

Einspannen sowohl der gewoélbten und dicken Kornea als auch der planen und diinnen
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Mukosa mdéglich zu machen, wurde die Kammer weiter modifiziert. Abb. 34 zeigt den Aufbau

der in dieser Arbeit entwickelten In-vitro-Permeationsmodelle fir Kornea bzw. fir Mukosa.

Donatorhélfte Akzeptorhéalfte
ringférmige ringférmige
Vertiefung Erhebung
Kornea- N
modell
///%//‘ |__Donator- | Akzeptor-
kammer kammer
plane Membran- Gummi-
auflageflache ring
Mukosa-
modell

A 3
Donator-
~ L Akzeptor-
// kammer // 24 kammer

Abb. 34: Skizze der Permeationszellen: Querschnitt durch den Mittelpunkt, nicht maR3stabs-
getreu

Fur die Kornea-Studien befindet sich an der Offnung der Akzeptor-Kammer ein ringformiger
Waulst, der in eine Vertiefung auf der Donator-Seite greift (Abb. 34, oben rechts und links)
und die physiologische Wolbung der Kornea aufrecht erhalt. Im Falle der Mukosa-Versuche
ist der Wulst ersetzt durch einen Dichtungsring aus Gummi und die Vertiefung um die
Donator-Offnung egalisiert (Abb. 34, unten rechts und links), so dass beim Zusammensetzen
der beiden Kammern der Gummiring schonenden Druck auf die Membran ausiibt und das
System abdichtet. Beide Kammer-Modelle sind baugleich mit einem Donator- bzw. Akzeptor-

volumen von jeweils 1,0 ml und einer Permeationsflache von 0,5 cmz2.

Die Studien wurden durchgefiihrt in einem Bioinkubator (3032, GFL, Gesellschaft fir
Labortechnik mbH, Burgwedel), in dem die Kammern bei 33 °C + 0,5 temperiert und durch
horizontale Rotation mit 100 min™ bewegt werden konnten. In regelmaRigen Zeitabstéanden
gemalR Tabelle 24 wurden der jeweiligen Akzeptorkammer 400 pl Probe entnommen und
sofort mit frischer, temperierter Puffer-Losung (EBS) ersetzt. Eine Vorinkubation der Gewebe
wurde mit der entsprechenden Substanz/EBS-L6sung auf der Donatorseite und EBS auf der

Akzeptorseite Gber 30 min unter den oben beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Nach
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Beendigung wurden beide Kammern entleert, mind. finfmal mit EBS gespllt und wie
beschrieben fir die nachfolgende Permetion befiillt. Eine Equilibrierung entfiel fir diese

Versuche.

Um eine fir die Permeationsstudien es-
Tabelle 24: Entnahmezeiten fur die Proben in

den Permeationsstudien sentielle Agitation der Kompartimente zu

garantieren, wurden Vorversuche bei unter-

Entnahmezeiten [min] schiedlichen  Rotationsgeschwindigkeiten

durchgefuhrt, sowie durch Farbstoffzugabe
Mukosa 15, 30, 45, 60, 75, 90

in die Kammern das Erreichen einer gleich-
Kornea 30, 60, 120, 180, 240, 300 maRigen Verteilung optisch bewertet.

Wenn die Durchmischung der
Kompartimente nicht ausreicht, hat das zur Folge, dass sich vor und hinter der
Permeationsbarriere eine ruhende Schicht aufbaut, die die Permeabilitat mafgeblich
beeinflusst, indem die Dicke der zu durchdringenden Barriere erhdht wird. Da die Lag-time
proportional ist zum Quadrat der Barrierendicke, kénnte ein Vergleich der Lag-time bei
unterschiedlichen Umdrehungsgeschwindigkeiten Auskunft tber die Qualitdt der Durch-

mischung geben.

Tabelle 25: Ermittelte Lag-time [min] fir AD-Permeationen durch Mukosa bei unterschied-
lichen Rotationsgeschwindigkeiten [min™]

min*
40 60 100

Lag-time [min] 92+55 12,4+ 11,6 69+7,1

ndO5

In Tabelle 25 sind die ermittelten Verzogerungszeiten fur die Permeation von AD aus EBS
durch Rindernasenmukosa bei unterschiedlichen Umdrehungen aufgefihrt. Die Mukosa
wurde ausgewahlt, da sie die bei Agitation empfindlichste Membran darstellt und eine

ausreichende aber schonende Rotationsgeschwindigkeit ermittelt werden sollte.

Die berechneten Verzdgerungszeiten unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, den-
noch ist ein Trend zu erkennen zu langerer Lag-time bei geringerer Rotation. Darliber hinaus

konnte sowohl bei 40 min™ als auch bei 60 min™ eine verstarkte Tendenz zur Umwandlung
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des AD in TST festgestellt werden, die eventuell durch eine langere Kontaktzeit der Sub-
stanz mit der Membran und den darin enthaltenen Enzymen erklart werden kann und in

Kap. 4.3 naher untersucht wurde.

Mit Hilfe einer verdiinnten Methylenblau-Lésung wurde die Durchmischung der Kammern bei
100 min™ visuell berpriift. Der jeweils mit EBS gefilllten Donator- und Akzeptorkammer
wurden 400 pl Puffer entnommen und durch 400 pl Farbstofflosung ergéanzt. Innerhalb einer

maximalen Zeit von 2 min waren die Kammern optisch homogen durchmischt.

5.2.10.1 Praparieren des Gewebes

Um die Membranen flir die Permeationsstudien zu gewinnen, wurden beim nachstgelegenen
Schlachthof Schweineaugen (LVAT Ruhlsdorf-GroRBkreutz e.V.!, Ruhlsdorf-Teltow) und
Rindernasenstiicke (Eberswalder Fleischwaren, Eberswalde-Britz und Fleischwerke Lausitz,
Kasel-Golzig) bezogen. Alle Gewebeproben wurden gekuhlt transportiert - die Nasenstiicke
in EBS-Puffer-Losung, die Augen in einem Gefal? mit feuchter Atmosphére - und spatestens

zwei Stunden nach Schlachtung der Tiere weiter verarbeitet.

Zur Gewinnung der Kornea wurde die Sklera rings um die Kornea in einem Abstand von
1 -2 mm vorsichtig mit einem Skalpell eingeschnitten. Daraufhin wurde das Praparat mit
einer Pinzette vom Augapfel abgehoben und der anhaftende Iris-Ziliar-Kérper abgezogen.
Nach kurzem Spilen mit Puffer-Lésung wurde die Kornea mit der Epithelseite dem Donator
zugewandt in die Ussing-Kammer eingespannt, wobei darauf geachtet wurde, dass das

Préparat zentral und faltenfrei zwischen den Kammern lag.

Die Nasenstiicke wurden unmittelbar nach Schlachtung der Rinder aus dem enthauteten
Kopf ausgeschnitten, so dass keilformige Sticke des vorderen Teils der Nasenmuschel
(conchae nasales dorsales) erhalten wurden. Im Labor wurde die Nasenschleimhaut mit
einem Skalpell leicht eingeschnitten und darauf mit einer Klemme sehr vorsichtig vom
anhaftenden Bindegewebe abgezogen, so dass rechteckige Stlicke mit Seitenlangen von ca.
1 auf 2 cm erhalten wurden. Diese wurden mit der serosalen Seite auf die Akzeptorkammer
gelegt und glatt gezogen, und daraufhin die Ussing-Kammer mit der Donatorhélfte verschlos-

sen.

Bei allen Geweben wurde darauf geachtet, dass nur unversehrtes Material fiir die Versuche

zur Anwendung kam. Die Kammern wurden nach Einspannen der Membranen zunachst auf

! Fur die freundliche Unterstiitzung bei Beschaffung der Augen mochte ich mich sehr herzlich bei Frau Uwarow bedanken.
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der Akzeptor- und sofort danach auf der Donator-Seite mit temperiertem EBS befiillt und die
Gewebe unter den beschriebenen Bedingungen (33 °C + 0,5, 100 min™, vgl. Kap. 5.2.10)
equilibriert. Nach 30 min wurden beide Kammern entleert und wiederum in gleicher Reihen-

folge umgehend mit frischem Puffer bzw. der Testldsung befllt.

Die Vitalitat der biologischen Membranen wurde wiederholt in der Arbeitsgruppe gepruft und
kann fur die Nasenschleimhaut tber 10 h bei Lagerung in eisgekihlter Pufferlosung garan-
tiert werden [74, 127] sowie fur die Kornea tber die Versuchsdauer von 5 h [192]. W&hrend
der Studien wurde durch Sattigung der verwendeten Pufferlosung mit Carbogen-Gas
(0,/CO,) die Aufrechterhaltung der Vitalitat unterstitzt.

5.2.10.2 Synthetische Membran

Als kiinstliche Membran gelangte Nephrophan® (Filmfabrik, Wolfen) zum Einsatz.
Nephrophan® besteht aus regenerierter Cellulose mit einem Porendurchmesser von 2,4 nm
und einer Gesamtdicke von 14 — 15 um. Das Material ist mit Sorbitol und Glycerol als Weich-
macher impragniert. Um diese zu entfernen, wurde die Membran vor dem Versuch 1 h unter
flieRendem Wasser gesplilt, darauf in ausreichender Gro3e ausgeschnitten und in die jewei-
lige Ussing-Kammer gespannt. Die Permeationsstudien wurden unter gleichen Bedingungen
wie fir die biologischen Gewebe durchgefiihrt, wobei jedoch auf eine Equilibrierung mit EBS

verzichtet wurde.

5.2.11 PENETRATIONS- UND METABOLISIERUNGS-STUDIEN

5.2.11.1 Rindernasenschleimhaut

Die Gewebeproben wurden, wie unter Kap. 5.2.10.1 beschrieben, gewonnen und prapariert.
Sofort nach dem Ablésen der Schleimhaut wurde das Préparat grundlich mit EBS-Puffer-
l[6sung abgespdlt, in ein Eppendorf-Gefal3 tberfihrt und gewogen. Vor der weiteren Verar-
beitung und zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die Proben auf Eis gelagert.
Nachdem alle Proben fiir eine Versuchsreihe vorbereitet waren, wurden die Gefale mit
1,0 ml EBS-L6sung, die jeweils 25 pug/ml Testsubstanz enthielt, aufgeflllt und sofort in einen
Bioinkubator (3032, GFL, Gesellschaft fir Labortechnik mbH, Burgwedel) platziert. Die
Inkubation erfolgte tiber 90 min bei 33 °C und 100 min™.

Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die Reaktion mit 100 pl TCA (Trichloressigsaure, 34,4%

in Wasser) abgebrochen und die Proben fur 10 min auf Eis gesetzt. Nach Zentrifugation
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(Eppendorf-Zentrifuge, 5 min, 3.500 min™) wurden vom Uberstand 500 pl enthommen und
mittels HPLC (vgl. Kap. 5.2.1.1) analysiert.

In der Versuchsreihe, in der die Gewebestiicke extrahiert werden sollten (vgl. Kap. 4.3.2),
wurde nach Ende der Inkubation das Mukosa-Stuck entnommen, grindlich mit EBS-L6sung
abgespult und im Exsikkator bei RT getrocknet. Zur Extraktion wurde jedes einzelne
Mukosa-Stuck in kleine Stiicke geschnitten, in ein Zentrifugenglas tberfihrt und mit 5,0 ml
eines Gemischs aus Methanol und Wasser (7:3 (V/V)) versetzt. Nach 30minttiger Quellung
erfolgte mit einem Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Staufen i.Br.) eine
2minitige  Homogenisierung und anschlieRend die Zentrifugation (3.500 min™, 5 min;
Laborzentrifuge Z 230, B.Hermle AG, Gosheim). Vom klaren Uberstand wurden 500 pl Probe
entnommen und mittels HPLC (vgl. Kap. 5.2.1.1) analysiert.

5.2.11.2 Schweinekornea

Fur die Versuche mit Schweinekornea wurde lediglich das Epithel verwendet und nach
Abspulen des Augapfels mit EBS-Puffer vorsichtig mit einem Skalpell abgekratzt. Das Epithel
von jeweils vier Augen wurde gepoolt, um anndhernd das gleiche Gewebefeuchtgewicht zu
erreichen wie bei den Mukosa-Versuchen. Im Weiteren wurde analog zu der fur Rinder-
mukosa beschriebenen Vorgehensweise verfahren. Die EBS-L6sung wurde fur die entspre-
chenden Versuchsreinen durch Ldsungen der jeweiligen Zusatzsubstanz in arzneistoff-
haltiger EBS-LOsung oder eine arzneistoffhaltige ME-Zubereitung ersetzt. Unmittelbar vor
der Inkubation wurden die Proben im Eisbad fiir 2 min ins Ultraschallbad (RK 255 H,
Bandelin electronic, Berlin) gestellt. Um die AD- und TST-Konzentrationen in der CrEL-
Lésung sowie den ME-Systemen HPLC-analytisch bestimmen zu kénnen, war es erforder-
lich, diese Proben vor der Detektion 1:1 mit Acetonitril zu verdinnen und die FlieRmittel-

zusammensetzung in 54% Acetonitril und 46% Wasser (vgl. Kap. 5.2.1.1) zu &ndern.

Sowohl fiir die Versuchsreihen mit Mukosa als auch Kornea-Epithel wurde eine gewebefreie
Probe mitgefiihrt und die jeweilige nach Versuchsende bestimmte Konzentration als
Ausgangskonzentration gewertet. Fur keine der Zubereitungen wurde in den gewebefreien
Proben ein Umsatz des jeweiligen Ausgangsarzneistoffs festgestellt. Weiterhin wurden fir
beide Gewebe arzneistofffreie Anséatze analysiert, in denen das entsprechend praparierte
Gewebe in reiner EBS-Pufferlosung inkubiert wurde. Es konnte in keinem Fall Uber die

verwendeten HPLC-Methoden ein Signal detektiert werden.
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5.2.12 IN-VIVO-STUDIEN

Die Tierversuche (Kaninchen) wurden ordnungsgeman bei der zustdndigen Landesbehdrde
beantragt und durch diese genehmigt. Die Tierhaltung geniigte den Anforderungen des
Deutschen Tierschutzgesetzes und beinhaltete unter anderem freien Zugang der Tiere zu

Wasser und Futter sowie einen 12stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus der Beleuchtung.

Die Studien wurden mit vier mannlichen New Zealand White-Kaninchen (Gewicht 3,5 —
4,5 kg; Charles River, KiRlegg, Deutschland) durchgefiihrt. Fir die Dauer der Versuche
wurden die Tiere mit einer Kombination aus Xylazin und Ketamin (0,4 mg/kg Xylazin,
40 mg/kg Ketamin, intramuskular) sediert. Nach Applikation (finfmal 45 ul) der Zubereitung
Uber ein Dosiersprihsystem (Fa. Pfeiffer, Radolfzell) wurden innerhalb eines Zeitraums von
5—45 min in regelméRigen Abstdnden jeweils sechsmal 500 pl Blut entnommen und zur
Vermeidung der Blutgerinnung mit 5%iger Na-EDTA (1 mg/mlBlut) versetzt. Zur
Bestimmung der physiologischen Plasmakonzentration an TST und AD wurde jeweils vor
Versuchsbeginn eine Blutprobe als Leerwert enthommen, wobei in keinem Fall ein Vorliegen
von AD bzw. TST detektiert wurde.

Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Blutproben 15 min bei 4000 min™ zentrifugiert (Z 230,
B. Hermle AG, Gosheim) und das gewonnene Plasma abpipettiert. Die Plasmaproben
wurden daraufhin mit 500 ul Methyl-tert. Butylether (MTBE) Uberschichtet und 10 min auf
dem Schiitteltisch (Thys 2, VEB MLW Labortechnik, llmenau) geschuttelt. Nach Abnahme
des Etherliberstands wurde dieser Schritt wiederholt und beide Etherphasen wurden
vereinigt. Nach Abdampfen des Ethers (RT, ca. 12 h) wurden die Proben zur spateren Aufar-

beitung im Kihlschrank (2 - 8 °C) gelagert.

Zur lsolierung des Arzneistoffs aus dem Ether-Extrakt wurde eine Festphasenextraktion
(solid phase extraction, SPE) durchgefiihrt [157]. Die SPE-Saulen (Mallinckrodt Baker,
Deventer, Holland) wurden vor Gebrauch nach Vorschrift zuerst mit 1000 pl Methanol und
darauf mit 1000 pl Wasser konditioniert. Die eingetrockneten Proben wurden in 500 pl EBS
aufgenommen und nach 2 min Ultraschallbehandlung (RK 255 H, Bandelin electronic, Berlin)
auf die vorbereiteten Saulen gezogen. Die Vorratsgefaf3e wurden mit weiteren 500 ul EBS
ausgespllt und die Spilflissigkeit ebenfalls auf die entsprechenden Saulen gegeben. Die
beladenen Saulen wurden zweimal mit jeweils 200 yl Methanol extrahiert. Die vereinigten
Methanol-Eluate wurden abgedampft und zur nachfolgenden HPLC-Analyse (s. Kap. 5.2.1.1)

in 100 pl Acetonitril, das 1,0 ug/ml AD als internen Standard enthielt, aufgenommen.
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Tabelle 26: Wiederfindungsraten fur AD [%] mittels der unterschiedlichen Methoden in
Abhé&ngigkeit von der Ausgangskonzentration

Ausgangs- Wiederfindungsraten [%]
konzentration [ug/ml]

SPE aus SPE aus
Schweineplasma Pufferlésung Schweineplasma
25,0 85,1+9,0
1,0 118,1 + 14,8
0,5 90,4 + 10,7 111,025 74,0 £ 8,0
0,2 102,2+ 12,1
0,1 61,0 +14,9
n=5-18

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten fur AD wurden Extraktionen aus Schweineplasma
(LVAT Ruhisdorf-Grol3kreutz e.V., Ruhlsdorf-Teltow) in analoger Vorgehensweise sowie
ohne nachfolgende SPE durchgefiihrt. Dartber hinaus wurden Wiederfindungsraten fir die
SPE als Einzelschritt bestimmt, indem AD/EBS-L6sungen unterschiedlicher Konzentrationen

extrahiert wurden. Tabelle 26 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.

Fur die SPE lagen die Wiederfindungsraten fir den Arzneistoff jeweils um 100%, abgesehen
von der niedrigsten Ausgangskonzentration mit 0,1 pg/ml AD. Die Wiederfindungsrate nach
Ether-Extraktion und anschlieBender SPE ergab niedrigere Werte als ohne nachfolgende

SPE aufgrund der Verlustraten in den zusatzlichen Arbeitsschritten.

5.2.13 BIOPHYSIKALISCHE UNTERSUCHUNGEN

Ublicherweise werden am Langmuir-Trog Filme an einer Flussigkeit/Luft-Grenzflache charak-
terisiert, indem eine Barriere kontinuierlich die Trog-Oberflache verkleinert und dabei Ober-
flachendruck und Oberflachenpotential aufgezeichnet werden. Dabei wird der Film von einer
in der FlUssigkeit (Subphase) unléslichen Substanz bzw. einem Substanzgemisch gebildet,

die sich in bestimmter Weise an der Oberflache anordnet. Meist besteht die Subphase aus
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Wasser oder einer wassrigen Losung. In Abb. 35 ist der in dieser Arbeit verwendete

Versuchsaufbau abgebildet.

q) b)

Abb. 35: Abbildung des Versuchsaufbaus®: Langmuir-Trog mit Schwingkondensator (A),
Wilhelmy-Waage (B) und beweglicher Barriere (C) a) ohne BAM, b) mit BAM (D)

Der Oberflachendruck oder Schub (p) stellt die Differenz aus der Oberflachenspannung der
unbedeckten Wasseroberflache s, und der Oberflachenspannung der mit einem Film

bedeckten Wasseroberflache s dar.
p=s,-s

Die Messung erfolgt mittels einer Wilhelmy-Waage (Abb. 35, B). Dabei wird die Kraft
bestimmt, die an einem Filterpapierstreifen wirkt, der ein Stiick weit senkrecht in die Wasser-
oberflache eintaucht. Wenn der Oberflachendruck hoch ist, bewegt sich das Filterpapier

nach oben, bei niedrigem Druck nach unten.

Das Oberflachenpotential wird mit der Schwingkondensatormethode (Abb. 35, A) bestimmt.
Dabei befindet sich eine Platinplatte in der Subphase, die mit einer schwingenden Gegen-
platte verbunden ist, welche ca. 2 mm Uber der Wasseroberflaiche angebracht ist. Durch die
Schwingungen &@ndert sich die Kapazitat des Kondensators periodisch und induziert einen
Wechselstrom. Die Gegenspannung, die erforderlich ist, um den Strom zu kompensieren,
entspricht dem Voltapotential des Kondensators. Gemessen wird das Oberflachenpotential

als Differenz aus der Potentialdifferenz zwischen der Platinelektrode und der filmbedeckten

! Fur die Uberlassung der Fotografien mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Mébius herzlich bedanken.
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Wasseroberflache und der Potentialdifferenz zwischen der Platinelektrode und der freien

Wasseroberflache.

Weiterhin ist es bei dieser Messanordnung mdglich, die Struktur der Oberflache Uber ein
Brewsterwinkel-Mikroskop (BAM) zu betrachten [175]. Trifft p-polarisiertes Licht unter dem
Brewsterwinkel auf eine ideale Grenzflache zweier nicht-absorbierender Medien, so wird kein
Licht reflektiert. Aus den Fresnel'schen Betrachtungen ergibt sich fiir den Brewsterwinkel

folgende Beziehung:

tana =N

r.ll

Dabei beschreiben n; und n, die Brechungsindices der beiden Medien an der Grenzflache.
Fir die beiden Medien Luft und Wasser mit den jeweiligen Brechungsindices n; =1 fur Luft
und n, = 1,333 fur Wasser, bezogen auf Laserdioden-Licht mit einer Wellenlange von
660 nm, betragt der Brewsterwinkel 53,1°. Befindet sich ein gespreiteter Film auf der
Wasseroberflache, sind die Bedingungen fiir den Brewsterwinkel nicht langer erflllt, so dass
Licht reflektiert wird und Uber ein Mikroskop mittels einer Kamera im Brewsterwinkel
beobachtet werden kann. Die Intensitat des reflektierten Lichts ist abhdngig von der Dichte

der Molektle auf der Oberflache und von deren Anordnung bzw. Struktur.

Fur die hier durchgefiihrten Messungen (Tabelle 27) wurde ein Teflon-Trog mit einer
Spreitflache von 353 cm? (Lange = 32 cm, Breite =11 cm, Tiefe = 0,8 cm) verwendet, die
durch eine bewegliche Barriere (Abb. 35, C) mit einer Geschwindigkeit von 16,2 cm2/min auf
maximal 115 cm?2 verkleinert werden konnte, da an dieser Stelle das BAM installiert war
(Abb. 35, D). Mittels BAM wurde ein fixer Flachenausschnitt der Trogoberflache beobachtet,

durch den der Film von der Barriere bewegt wurde.
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Tabelle 27:  Ubersicht tber die durchgefiihrten Messungen am Langmuir-Trog

gespreitete Substanzen Subphase
(jeweils aus Chloroform) (jeweils wassrige Losungen)

60 ug MGS - Wasser
20 pg CrEL

80 ug IPM

10 pg MGS Wasser

HP-g-CD (1%)

HTAP-b-CD (1%)

CrEL (0,1%)

ME-CD (0,1% und 1%)
ME-PG (0,1%)

ME-ION (0,1%)

PG (1%)

HP-gCD (9%) + CrEL (20%)
davon 1% in Wasser
HTAP-b-CD (9%) + CrEL (20%)
davon 1% in Wasser

liposic® (0,1%)

Als Subphase dienten wassrige Losungen der zu testenden Zubereitungen (Tabelle 27) oder
destilliertes Wasser (Milli-Q-System, Millipore). Die zu spreitende Substanz wurde in
Chloroform (J.T. Baker, Deventer, Holland) geldst und mit einer Mikroliterspritze langsam auf
die Subphase gegeben. Das Chloroform verdampfte innerhalb kurzer Zeit, und die wasser-
unléslichen bzw. amphiphilen Molekiile verblieben an der Oberflache. Alle Versuche wurden

geratetechnisch begriindet bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

5.2.14 STATISTIK

Die Signifikanzermittlung erfolgte mittels ANOVA. Zuvor wurden die beiden vorausgesetzten
Kriterien, Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen, getestet. Als Post-Test zur
Ermittlung der Signifikanzen wurde der Student-Newman-Keul's Test durchgefuhrt. In
einzelnen, gekennzeichneten Fallen kam der Student’'s t-Test zur Anwendung. Alle Tests
wurden mit der Statistiksoftware SigmaStat 2.0 durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als

statistisch signifikant erachtet fur p < 0,05.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die anatomisch und physiologisch unterschiedlichen, aber im funktionellen Zusammenhang
stehenden Membranen der beiden Sinnesorgane Auge (Kornea) und Nase (Mukosa) wurden
hinsichtlich ihrer transzellularen In-vitro-Permeabilitdt vergleichend untersucht. Ein bereits
etabliertes, modifiziertes Ussing-Kammer-Modell wurde hierzu in der Art weiter modifiziert,
dass beide Membranen eingespannt werden konnten. Als Modell-Arzneistoff diente das
lipophile Androstendion (AD) und partiell auch das Testosteron (TST). Beide Steroidhormone
wurden weiterhin zu Penetrations- und Metabolisierungsstudien an Schweinekornea bzw.
Rindernasenmukosa herangezogen. Zur Charakterisierung der parazellularen Permeabilitat
der Kornea gelangte der hydrophile Teststoff Fluorescein-Na (FSC) zum Einsatz. Um
daruber hinaus membran-unabhangige Effekte, die durch Rezepturkomponenten der im
Donator befindlichen Testlosungen verursacht werden, zu differenzieren, wurden fir AD und
FSC analoge Permeationsversuche an der synthetischen Zellulosemembran Nephrophan®

durchgefuhrt.

Wahrend im Fall von Nephrophan® sowohl fiir AD als auch fiir FSC aus Pufferlésung (EBS)
nahezu gleiche Permeabilititskoeffizienten (Pes) resultierten (~3¢10° cm/s), und auch die
Permeabilitat von Nasenmukosa fir AD mit einem Wert von ~2¢10° cm/s in der gleichen
GroRenordnung lag, ergaben sich fiir die Kornea deutlich niedrigere Werte (0,73+10° cm/s
fur AD und 0,99+10° cm/s fiir FSC). Diese korneaspezifischen Unterschiede konnten auf die
differenzierten Membranstrukturen (dreischichtiges, lipophil-hydrophiles Gewebe mit einer
Dicke von ca. 400 um) zuruckgefuhrt werden und im Zusammenhang mit den Oktanol/
Puffer-Verteilungskoeffizienten (AD =593, FSC =0,2) sowie der Verteilung der beiden

Substanzen zwischen Donatorldsung und Gewebe interpretiert werden.

Zur optimierten okularen und nasalen Applikation von AD in therapeutischen Konzen-
trationen wurden Mikroemulsionen (ME) als potentielle Arzneitragersysteme auf Basis von
Isopropylmyristat (IPM), Wasser und Cremophor® EL (CrEL) als Tensid entwickelt. Als
Kotenside gelangten Propylenglykol (PG 0O ME -PG), Hydroxypropyl-g-Cyclodextrin (HP-gCD
O ME-CD) sowie das kationische Hydroxytrimethylammoniopropyl-b-Cyclodextrin
(HTAP-b-CD O ME -ION) zur Anwendung. Der Einfluss dieser Rezepturkomponenten sowie
der ME auf das Permeationsverhalten von AD und FSC wurde untersucht und die Pgx bzw.

Permeationsraten wurden bestimmt.

Die mukosale Permeation von AD zeigte, mit Ausnahme von CrEL, keine signifikante Beein-

flussung durch die unterschiedlichen Tragermedien. Die durch CrEL bedingte Absenkung
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des Py ist dem mizellaren Einschluss des Arzneistoffs sowie einer Membranbelegung durch
das Tensid zuzuschreiben. Im Gegensatz dazu resultierten fir die Kornea sowohl durch die
Einzelkomponenten als auch durch die ME bedingte signifikante Reduzierungen der AD-
Permeabilitatskoeffizienten. Abweichend war das Versuchsergebnis allerdings bei Addition
geringer Mengen von HP-gCD, die einen permeationsfordernden Effekt ausiibten. Dieses
Phanomen lasst sich mit einer Art Carrier-Funktion des CD durch hydrophile Bereiche, die

der Epitheloberflache anhaften, erklaren.

Die hydrophile Testsubstanz FSC ergab in Anwesenheit der Hilfsstoffe bzw. ME (Ausnahme
ME-ION) an beiden getesteten Barrieren (Kornea und Nephrophan®) gegeniiber der Refe-
renz (EBS) signifikant reduzierte P.s. Da sowohl die Nephrophan®- als auch die Kornea-
permeabilitait des FSC durch die CD und CrEL reduziert war, sind Inklusion bzw.
elektrochemische sowie mizellare Wechselwirkungen des FSC mit diesen Komponenten
anzunehmen. Interessanterweise setzten HP-g-CD und CrEL, besonders aber HTAP-b-CD,
die Lag-time in den Kornea-Permeationen herab, was flir eine temporéare Beeinflussung der
Poren oder Tight-junctions spricht. Ein dauerhaft membranschadigender Effekt dieser
Substanzen kann jedoch ausgeschlossen werden, da nach Vorinkubierung bestenfalls eine

tendenzielle Veranderung von P¢; und Lag-time gegeniiber dem EBS-Wert gefunden wurde.

Zur okularen Anwendung kénnte ME-ION ein geeignetes System darstellen, wenn vorzugs-
weise lokale Effekte erzielt werden sollen, wie im Fall des lipophilen AD zur Therapie der
Keratoconjunctivitis sicca, was keinen Membrandurchtritt erfordert. Andererseits scheint
dieses Tragersystem auch Eignung flir zu absorbierende hydrophile Wirkstoffe aufzuweisen,
wie aus den Versuchen mit FSC abzuleiten ist. Die anderen beiden ME kénnen im Spezialfall
ebenfalls potente Tragersysteme reprasentieren - ihre physiologische Vertraglichkeit voraus-
gesetzt -, wobei sich fir Nasalia unter Anwendung von CD fir lipophile Wirkstoffe gute

Ldsungseigenschaften mit verzégerter Freisetzung vereinigen lieRen.

Als vorteilhaft sind die physikalisch-chemischen Eigenschaften der getesteten ME zu
bewerten. lhre relativ niedrige Viskositat gewahrleistet die Tropf- und Spriihbarkeit. Tonizitat
und pH-Wert lassen auf allenfalls geringe Reizerscheinungen schlielen (Ausnahme:
Tonizitdt von ME-PG, vgl. 4.1.3.2), und die physiologischen Funktionen der Sinnesorgane
Auge und Nase durften durch die Verdinnbarkeit der Systeme mit Wasser sowie ihre
Transparenz wenig beeinflusst werden. Hinsichtlich der Schleimhautkompatibilitat liegt
zumindest fur eine Modifizierung des Systems ME-PG mit 5% PG statt der hier verwendeten

9% die im HET-CAM-Test erwiesene Klassifizierung ,praktisch nicht irritierend* vor [73].
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Die mit AD und TST sowohl an homogenisiertem Schweinekornea-Epithel als auch an
intakter Rindernasenmukosa durchgefilhrten Penetrations- und Metabolisierungsstudien
erbrachten gewebespezifische Ergebnisse. Aus den Mukosa-Versuchen resultierten eine
vollstdndige Wiederfindung des eingesetzten Arzneistoffs im Inkubationsmedium sowie ein
enzymatischer Umsatz in gleicher GréBenordnung (ca. 4%) fur beide Substanzen. Aufgrund
der hohen Durchlassigkeit der Mukosa fiir die lipophilen Arzneistoffe erfolgte offensichtlich

ein schneller Konzentrationsausgleich zwischen Lésung und Membran.

Im Kornea-Epithelzellhomogenat wurde dagegen eine drastische Reduzierung der Wieder-
findungsrate auf ca. 30% sowie eine deutlich héhere Metabolisierungsrate von TST zu AD
erfasst, was mit der Zerstérung der Gewebestrukturen und damit einhergehender Adsorption
von Arzneistoff an Zellbestandteile einerseits und mit Erhéhung der reaktiven Enzymkonzen-

tration andererseits diskutiert wird.

Am kornealen Epithel wurde weiterhin der Einfluss der ME und ihrer Bestandteile auf die
Penetrations- und enzymatischen Umsatzraten geprift. Im Ergebnis wurde generell eine
verminderte Adsorption an Gewebekomponenten festgestellt, d.h. die Wiederfindungsraten
im Zentrifugat lagen zwischen 60 und 100%. Das Kotensid PG zeigte auf die Verteilung des
jeweiligen Substrats keinen Einfluss. Diese Resultate korrelieren mit den Permeationsdaten,
indem sich verminderte P.g-Werte bereits auf eine reduzierte Penetration und Verteilung im
Kornea-Epithel zurickfuhren lassen. Verantwortlich hierfir sind primar die bereits in der

Formulierung vorliegenden Arzneistoff-Hilfsstoff-Assoziate.

In gleicher Weise kann der ermittelte Rickgang der jeweiligen Metabolisierungsrate durch
Interaktionen der Rezepturkomponenten mit AD bzw. TST erklart werden. Insbesondere war
der Umsatz von TST zu AD durch Inklusion in die beiden CD bzw. durch Mizelleinschluss
mittels CrEL, wodurch der Enzym/ Substrat-Kontakt vermutlich erschwert wird, effektiv

reduziert.

Im Hinblick auf eine mogliche okulare und/oder nasale Anwendung des AD wurden der
jeweiligen Intention entsprechende weiterfiihrende Untersuchungen angestellt. Bei okularem
Einsatz des AD bei der Indikation ,Trockenes Auge"“ wird eine lokale Wirkung auf die Tranen-
oder Meibom’schen Driisen praferiert. Insofern ist einem moglichen Einfluss der Trager-
formulierung auf den Tranenfilm eine wesentliche Bedeutung beizumessen. Daher wurde
versucht, im Langmuir-Trog durch biophysikalische Charakterisierung eines Oberflachenfilms
aus dem Sekret der Meibom’schen Drise (MGS), das auf eine Subphase entsprechender

wassriger Losungen der ME bzw. ihrer Bestandteile aufgespreitet wurde, Wechselwirkungen
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deutlich zu machen und Veranderungen des Films mittels Brewsterwinkel-Mikroskop (BAM)

zu erfassen.

Durch Zugabe der Kotenside HP-g-CD bzw. HTAP-b-CD zur Subphase war im Gegensatz zu
PG nur ein sehr geringer Effekt auf das gespreitete MGS zu konstatieren. Wéahrend einer
Komprimierung von MGS auf wassrigen Losungen der drei ME-Systeme waren hingegen
keine differenzierten Effekte zu detektieren, und das Oberflachenverhalten wurde haupt-

séchlich auf den Einfluss des Tensids CrEL zurtickgefuhrt.

Im Gegensatz zum Fertigarzneimittel liposic®, das zur Anwendung am Trockenen Auge
zugelassen ist, ergab sich fur CrEL und die ME ein zeitlich verzdgerter Abbau- bzw.
Ldsungsvorgang der MGS-Oberflachenstrukturen, was bei einer Anwendung am Auge fir
den Erhalt der physiologischen Tranenfilmstruktur vorteilhaft sein kénnte. Darliber hinaus
konnen Wechselwirkungen zwischen den beiden CD bzw. CrEL, wie sie in den ME
anzunehmen sind, zu einer Abmilderung physiologisch eventuell nachteiliger Effekte der
Einzelkomponenten, wie sie allgemein fur einige Tenside bzw. CD bekannt sind, fiihren und

einen Lésungsvorgang des kornealen Lipidfilms weiter retardieren.

Um den nasalen Applikationsweg néher zu charakterisieren, wurden In-vivo-Versuche an
Kaninchen durchgefilhrt, da die Permeationsstudien fiir eine systemische Resorption
lediglich orientierenden Charakter haben kénnen. Unter In-vivo-Bedingungen kommen
Einflussfaktoren, wie die nasale Clearance, Substanzverlust durch enzymatischen Abbau
und AbflieBen Uber den Nasen-Rachenraum, Effekte der Zubereitung auf die lokale
Durchblutung sowie eventuelle Reizerscheinungen zum Tragen. In dieser Arbeit konnten
jedoch keine konkreten Aussagen zur Resorption von AD nach nasaler Gabe getroffen
werden, da sich die Applikation einer ausreichend hohen Arzneistoff-Konzentration sowie die
Aufarbeitung der gewonnenen Plasmaproben als problematisch herausstellten. Aufgrund des
beobachteten Verhaltens der Tiere waren keine makroskopischen Beeintrachtigungen durch
die ME feststellbar, was vorsichtig auf eine physiologische Vertraglichkeit der Systeme
schlieRen lasst.

Im Hinblick auf die Untersuchungen an den ME-Systemen ergaben sich vielversprechende
Vorteile flir einen nasalen und/oder okularen Einsatz sowohl als Arzneistofftragersysteme als
auch als wirkstofffreie Formulierungen, wobei weitere Untersuchungen, vor allem hinsichtlich
der physiologischen Vertraglichkeit, sowie umfangreiche In-vivo-Studien fiir eine endgultige

Beurteilung herangezogen werden muissen.
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