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1 Einleitung und Zielstellung

Die Haut stellt nicht nur das Grenzflachenorgan des menschlichen Korpers dar, sondern
besitzt auch grof3e Bedeutung als Zielort der Arzneimitteltherapie. Dies ist sowohl im
Hinblick auf eine lokale als auch auf eine angestrebte systemische Wirkung der Fall. Vor
allem fur die Behandlung verschiedener Dermatosen bietet die direkte Applikation von
Wirkstoffen auf der Haut eindeutige Vorteile gegentiber der systemischen Gabe, da so bei
geringer Belastung des Gesamtorganismus hohe Arzneistoffkonzentrationen im erkrankten
Area erzielt werden kénnen. Problematisch dabei ist, dass die auf3ere Hautschicht nicht
nur einen effektiven Schutz des Korpers vor seiner Umwelt gewéhrleistet, sondern
gleichzeitig eine Barriere fur das Eindringen vieler Arzneistoffe darstellt. Diese weisen
meistens keine optimalen physikochemischen Eigenschaften flr eine gute Hautpenetration
auf. Um trotzdem ein Eindringen in dermale Strukturen zu ermdglichen, ist die Auswahl
geeigneter Vehikelsysteme von grof3er Bedeutung fur die Wirksamkeit. Neben der
Anwendung herkdbmmlicher Grundlagen wie Salben, Cremes, Gele oder Emulsionen
gewinnen seit ein paar Jahren moderne, kolloidale Vehikelsysteme wie Liposomen,
Nanoparts oder Mikroemulsionen zunehmend an Bedeutung. Sie sind vor alem fir die
Inkorporation von dermatologischen Problemarzneistoffen von grof3em Interesse, die bei
Verwendung klassischer Salbengrundiagen die Hautbarriere schlecht tberwinden kénnen.
Dazu gehoren z. B. Stoffe mit einer geringen Loslichkeit im Vehikel, da eine Aufnahme in
die Haut nur im gelosten Zustand erfolgen kann. Auch Arzneistoffe mit ausgepragter
Hydrophilie bedirfen galenischer Hilfsmittel, um die Hautbarriere zu tUberwinden, da ihre
Affinitdt zu den lipophilen Strukturen der auReren Hautschicht sehr gering ist. Mdglich
erscheint eine Anwendung kolloidaler Systeme auch fur Stoffe, die zu Instabilitéten
neigen, z. B. hydrolyseempfindlich sind.

Mikroemulsionen weisen im Vergleich zu den anderen Vehikeln einige Vortelle auf. Sie
besitzen ein ausgezeichnetes Solubilisierungsvermégen fur schlecht 16sliche Stoffe und
verfligen Uber sehr gute Penetrationseigenschaften, da sie in der Lage sind, die
Barrierefunktion der Haut reversibel herabzusetzen. Hervorzuheben ist auerdem die
thermodynamische Stabilitét dieser Systeme sowie ihre einfache Herstellung. Aus
dermatologischer Sicht ist der oft recht hohe Tensidgehalt der Mikroemulsionen als
nachteilig zu bewerten, da er die Gefahr des Auftretens von Hautirritationen in sich birgt.
Deshalb sollte bel der Entwicklung neuer Mikroemulsionssysteme zur dermalen
Anwendung einer moglichen Minimierung des Tensidgehalts sowie der Auswahl gut
hautvertraglicher Komponenten besondere Bedeutung beigemessen werden. Bisher
erfolgte die Anwendung von Mikroemulsionen an der Haut meistens mit dem Ziel einer
transdermalen Applikation von Arzneistoffen. Dabei eignen sich diese Systeme auch
hervorragend als Vehikel fur eine gezielte topische Therapie.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Mikroemulsionen fir die dermale Applikation
verschiedener Arzneistoffe zu entwickeln, die den erwdhnten Anforderungen entsprechen.
Die physikochemische Charakterisierung dieser Systeme erfolgt durch Kombination der
mit Polarisationsmikroskopie, Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie, Dynamischer Licht-
streuung und rheologischen Messverfahren erhaltenen Ergebnisse. Als Modéellarzneistoff
soll Hydrocortison dienen, ein Problemarzneistoff hinsichtlich der Lodslichkeit. Als
Aufgabe stellt sich somit die Inkorporation dieses Wirkstoffs in anwendungsrelevanten
Konzentrationen in ein Mikroemulsionssystem. Dessen Eignung fir die dermae
Anwendung soll in Liberationsuntersuchungen invitro sowie in Penetrationsstudien an
exzidierter Humanhaut untersucht und mit kommerziell erhdltlichen hydrocortisonhaltigen
Préparaten verglichen werden.

Einen weiteren Schwerpunkt der Arbeit stellt die Entwicklung |okalanasthetikahaltiger
Mikroemulsionen dar. Diese sollen in kurzer Zeit das Anfluten hoher Wirkstoff-
konzentrationen in der Haut gewéhrleisten, um moglichst schnell eine lokale Anéasthesie
des behandelten Areals hervorzurufen. Hintergrund dieser Thematik ist, dass mit der stetig
wachsenden Anzahl minimalinvasiver chirurgischer Eingriffe auch der Bedarf an
effizienten lokalandsthetischen Prgparaten ansteigt. Als Alternative zu schmerzhaften
Injektionen steht bisher in Deutschland fir diese Indikation nur EMLA® Creme zur
Verfigung, die mindestens 60 min vor dem Eingriff unter Okklusionsbedingungen
appliziert werden muss. Bei der Suche nach neuen, effizienteren Vehikeln scheinen
Mikroemulsionen aufgrund ihrer bereits beschriebenen Eigenschaften besonders geeignet
zu sein. Um das zu untersuchen, sollen verschiedene Systeme entwickelt, verglichen und
optimiert werden. Die abschlief3ende Bewertung stiitzt sich vor allem auf die Ergebnisse
der In-vitro-Liberationsversuche, der Penetrationsuntersuchungen an exzidierter
Humanhaut sowie der klinischen Testung der lokalanasthetischen Wirksamkeit an
Probanden.
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2 Die menschliche Haut als Transportorgan fir Arzneistoffe

2.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut bildet als auf3eres und zugleich gréftes menschliches Organ die Abgrenzung des
Organismus gegeniber seiner Umwelt und dbt damit eine wichtige Kontakt- und Schutz-
funktion aus.

Sie a3t sich von distal nach proximal betrachtet in Epidermis, Dermis und Subcutis unter-
tellen. Eingebettet in diese Strukturen befinden sich verschiedene Hautanhangsgebilde wie
Haare, Talg- und Schweil¥drisen (Abb. 1). Die Hautoberflache wird von einer dinnen
Emulsionsschicht aus Sebum- und SchweiRbestandteilen, epidermalen Lipiden und losen
Hornhautschuppen bedeckt, die einen pH-Wert zwischen 5 und 6 aufweist und einen
antimikrobiellen Schutz fir die Haut darstellt [225] [235].

— Stratum corneum
5 L Stratum basale
&2 — oberer Gefél3plexus

Epidermis

— Talgdriisen

Haarfollikel Dermis
.."'— Haarmuskel

unterer Gefél3plexus |

—H— ekkrine Schweil¥drise | Subkutis
+— Fettgewebe

Abb. 1. Aufbau der Haut (modifiziert nach GRUNEBERG, zitiert nach [137])

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, das zu 90 % aus
Keratinozyten besteht. Sie entstehen durch Zellproliferation im Stratum basale und
gelangen unter zunehmender Differenzierung und Keratinisierung in den mittleren
Epidermisschichten bis zum Stratum corneum, wo die inzwischen kernlosen Korneozyten
als Hornhautschuppen abgestof3en werden. Weitere in der Epidermis vorkommende
Zéllarten sind die pigmentproduzierenden Melanozyten und die immunologisch aktiven
Langerhans-Zellen. Die sich nach innen anschlief3ende Dermis besteht aus Kollagen- und
elastischen Fasern, die in eine Matrix aus Proteoglycanen eingebettet sind und fir eine
hohe Reil¥festigkeit und Elastizitdt der Haut sorgen. In dieses Gerlst ist ein
weitverzweigtes Netz an Gefélden und Kapillaren eingelagert, das nicht nur die gesamte
Haut mit Blut versorgt, sondern neben den Schweil3driisen auch an der Thermoregulation
des Korpers beteiligt ist. Das enge Geflecht an Nervenfasern in der Dermis sorgt mit
seinen Schmerz-, Berthrungss und Thermorezeptoren an den vielen frelen
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Nervenendigungen fur die Aufnahme von Reizen aus der Umwelt. Das in das
Bindegewebe der Subkutis eingelagerte Fettgewebe dient vor alem der Warmeisolierung
und als Energiespeicher [68] [225].

2.2 Das Stratum corneum

2.2.1 Aufbau und Struktur

Eine besondere Schutzfunktion kommt dem Stratum corneum zu, das as &ul3ere Epi-
dermisschicht in standigem Kontakt zur Umwelt steht. Sein Aufbau kann nach ELIAS [52]
als ein Zweikompartimentmodell beschrieben werden. Dabei befinden sich ca. 5-20 Lagen
ausdifferenzierter lipidarmer Epithelzellen ziegelsteinartig eingebettet in einer Matrix aus
Hautlipiden. Diese setzen sich aus Ceramiden, Cholesterol und freien Fettsauren in etwa
gleichen Anteilen zusammen [105]. Gemeinsam mit Wasser bilden sie im Stratum
corneum interzellulér Bilayer aus und stellen damit die eigentliche Barriere fur das
Eindringen von Xenobiotika dar [54]. Die Packungsdichte der beiden Komponenten weist
innerhalb des Stratum corneum einen Gradienten auf. Der an der Grenze zur lebenden
Epidermis sehr kompakte Zellverband wird nach aul3en hin immer lockerer.

Das Stratum corneum ist kein starres Gebilde sondern befindet sich in steter Regeneration
und Umorientierung. Die Differenzierung der Keratinozyten zu Korneozyten ist mit
zahlreichen Biosyntheseprozessen und morphologischen Verénderungen verbunden, diein
den lebenden Epidermisschichten ablaufen. Dazu gehéren die Synthese der
Keratinfilamente, die unter dem Einfluf3 von Filaggrin vernetzen und damit das Gerlst der
Korneozyten, das a-Keratin, bilden. Eine zusétzliche Stabiliserung erhalten die Zellen
durch das Protein Involucrin, dass sich im Stratum granulosum an der Innenseite der
Zellmembran anlagert und durch Quervernetzung eine sehr rigide Hille um die
Keratinmatrix bildet (cornified envelope). Die Synthese der Hautlipide erfolgt in
Lamellargranula, die aus dem Golgiapparat hervorgehen (odland bodies). lhre Anzahl
nimmt auf dem Weg von den unteren Epidermisschichten bis zum Stratum granulosum
betr&chtlich zu. An der Grenze zum Stratum corneum fusionieren sie mit der Zellmembran
und sezernieren exozytotisch ihren Inhalt in den Interzellularraum. Die Zusammensetzung
des Lipidgemisches verandert sich im Laufe dieses Prozesses. Wéahrend in den unteren
Epidermisschichten polare Lipide (z. B. Phospholipide) dominieren, findet man diese im
Stratum corneum fast nicht mehr [53] [106] [196].

2.2.2 Transport von Arzneistoffen

Prinzipiell existieren zwei Moglichkeiten der Aufnahme von Stoffen Gber die Haut. So
kann entweder eine Diffusion durch die Hornschicht oder durch die Hautanhangsgebilde
(transfollikulér bzw. transglandul&r) erfolgen [115]. Meist spielt der Transport durch Poren
aufgrund des insgesamt geringen Anteils an Haarfollikeln, Talg- und SchweiRdriisen an der
Hautoberflache (0,1-1 %) keine grofe Rolle. Regionale Unterschiede hinsichtlich der
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Porendichte der Haut kénnen diesen Transport jedoch beeinflussen. Diskutiert wird seine
Bedeutung fur Elektrolyte, fur sehr grof3e Molekile und eventuell in der Initialphase der
Applikation einer Arzneiform [118].

Der Transport durch das Stratum corneum kann resultierend aus dessen Struktur entweder
interzellulér oder transzellulér erfolgen (Abb. 2).

Interzelluliire Passage ranszellulire

Fettsiure Wasser Ceramide

R R NN

Intrazellulirer =
Raum Lipid Wasser  Cholesterol  Triglyceride Matrix Keratin

Abb. 2: Transportwege durch das Stratum corneum nach BARRY [12]

Fur lipophile Stoffe gilt der interzelluldre Weg als wahrscheinlich [52]. Dabei erfolgt eine
Diffusion innerhalb der Bilayer entlang der Alkylketten. Der Transport hydrophiler Stoffe
wurde zundchst als Uberwiegend transzelluldr eingestuft [178]. Da eine abwechselnde
Diffusion von Molekilen durch dichtgepackte, keratinreiche Zellen und Lipidschichten
dem Transport aber einen erheblichen Widerstand entgegensetzt, ist dieser Weg jedoch
weniger wahrscheinlich. AulRerdem bietet der geringe Wassergehalt der nicht
hydratisierten Korneozyten schlechte Voraussetzungen als Diffusionsmedium for
hydrophile Stoffe. In der neueren Literatur wird eine mdgliche Diffusion entlang der
hydratisierten Kopfgruppen innerhalb der Bilayer diskutiert [12]. Von BODDE konnte
dieser Weg fur den Transport der Modellsubstanz Quecksilberchlorid durch das Stratum
corneum nachgewiesen werden [22]. So kann aus heutiger Sicht die interzelluldre Route
als die dominierende beim Arzneistofftransport angesehen werden.

2.3 Grundlagen der dermalen Arzneistoffaufnahme

Die Aufnahme von Wirkstoffen Uber die Haut wird von einem komplexen Wechsel spiel
zwischen Arzneistoff, Vehikel und Haut geprégt. Der gesamte Prozess lasst sich in
verschiedene Phasen unterteilen. Die Liberation (Freisetzung) des Arzneistoffs aus der
Grundlage umfasst die Diffusion des gelosten Wirkstoffs bis zur Grenze V ehikel/Stratum
corneum. Wahrend der anschlief3enden Penetration (Eindringen in die Haut) wird diese
Bariere Uberwunden, bevor mit der Permeation die Vertellung in untere
Epidermisschichten und in die Dermis erfolgt. Dort kann ein Teil des Wirkstoffes durch
Resorption in die systemische Zirkulation gelangen.
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Meist verlauft die Liberation relativ rasch und die Penetration stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Jedoch kann auch eine gesteuerte Freisetzung
als gaenisches Mittel zur Beeinflussung der Wirkstoffaufnahme dienen. Einige sehr
lipophile Arzneistoffe bilden im Stratum corneum ein Depot, aus dem die Verteilung in das
hydrophilere Milieu der Epidermis nur langsam erfolgt [116] [237].

Diffusion und Konvektion

Unter der Annahme von Snk-Bedingungen im Organismus lauft der Wirkstofftransport als
passiver Prozess ab und unterliegt damit dem 1. Fickschen Diffusionsgesetz. Da die
Aufnahme in die Haut auf3erdem von der Verteilung zwischen Vehikel und Stratum
corneum beeinflul3t wird, resultiert fur die Penetration folgende Gleichung [151]:

d_Q = —MCV Gl. (1)
dt d

dQ , , , .

Y aus dem Vehikel diffundierende Arzneistoffmenge

D Diffusionskoeffizient im Stratum corneum
Vk  Vertellungskoeffizient Stratum corneum/V ehikel

F Fléache
d Dicke des Stratum corneum
C, Konzentration an freiem, gel6stem Arzneistoff.

Darin wird die Abhéangigkeit der Stoffaufnahme von der Arzneistoffkonzentration bzw.
Lodlichkeit im Vehikel deutlich. Der Diffusionskoeffizient wird nach der Beziehung von
STOKES-EINSTEIN von der Molekilgrofie, der Viskositét des Diffusionsmediums und der
Temperatur beeinfluf® [115]. Der Flux (J) as die pro Zeit- und Facheneinheit
transportierte Arzneistoffmenge ist folgendermal3en definiert:

g=-9Q _ DOk Gl (2)
dt [F d
Nach Definition des Permeabilitétskoeffizienten (P) :
P=9?ﬁ Gl. (3)

resultiert fir den Flux folgende Beziehung:

J=PL, Gl. (4)
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Erganzend zur Diffusion besitzt auch der konvektive Transport eine gewisse Bedeutung
bei der dermalen Wirkstoffaufnahme. Dabei werden Molekule aufgrund hydrodynamischer
Druckdifferenzen zusammen mit einem stromenden Tréger durch Poren transportiert. In
der Haut kénnen einige Salbenbestandteile (z. B. Isopropylmyristat, Propylenglycol) eine
derartige Schlepperfunktion (solvent drag) tbernehmen [83].

Verteilung
Waéhrend der Aufnahme durch die Haut ist ein Arzneistoff sténdigen V erteilungsvorgangen

zwischen Phasen unterschiedlicher Lipophilie unterworfen. Die Geschwindigkeit, mit der
diese Prozesse ablaufen, héngt entscheidend von den physikochemischen Eigenschaften
des jeweiligen Stoffes ab. Der Verteilungskoeffizient ist ein Mal3 zur Einschéatzung der
relativen Affinitdt eines Stoffes zu einem von zwei nicht miteinander mischbaren Medien
und wird durch folgende Gleichung ausgedriickt:

k=4 Gl. (5)

Vk  Vertellungskoeffizient
C, Konzentration in Phase 1

(5 Konzentration in Phase 2

Zur Bestimmung der Lipophilie eines Stoffes wird als Phase 1 ein organisches
Losungsmittel (meistens Oktanol) und als Phase 2 ein hydrophiles Medium (Wasser)
eingesetzt. Da das Stratum corneum sowohl lipophile als auch hydrophile Bereiche
aufweist, wirkt sich ein Verteilungskoeffizient nahe 1 glinstig auf die Penetration aus.
Verteilungskoeffizienten konnen sich auch auf den Ubergang von Stoffen in einen
Akzeptor (Phase 1) aus einem Donator (Phase 2) beziehen, z. B. der in Gl. (1) einfliel3ende
Vertellungskoeffizient zwischen Stratum corneum und Vehikel, der experimentell
alerdings schwer zu bestimmen ist.

Thermodynamische Aktivitat

Die Tendenz eines Wirkstoffes, sein Vehikel zu verlassen, kann mit der thermo-
dynamischen Aktivitét ausgedriickt werden. Sie stellt das Verhdltnis der Konzentration des
Arzneistoffs (c,) zu dessen Séttigungsloslichkeit (cs) in der Grundlage dar (c,/cs). Mit
steigender Substanzkonzentration nimmt die thermodynamische Aktivitét zu, bis sie beim
Erreichen der Séttigung des Vehikels maximal wird. Daraus resultiert fur Ldsungssalben
mit steigender Applikationsdauer eine abnehmende thermodynamische Aktivitét, wahrend
diese bei Suspensionssalben weitgehend konstant bleibt [11] [116].
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2.4 Maoglichkeiten zur Beeinflussung der Arzneistoffpenetration

Die Eigenschaft des Stratum corneum als ausgepragte Barriere fur den Arzneistofftransport
resultiert vor allem aus seinem charakteristischen Aufbau und dem geringen Wassergehalt
von 5-15%. Folglich lassen sich bei diesen beiden Faktoren Ansatzpunkte fir eine
mogliche Penetrationsverbesserung finden.

Okklusion behindert die normale Wasserabgabe durch die Haut, was im Stratum corneum
einen Anstieg des Wassergehalts bis zu 50 % zur Folge hat [83]. In der Literatur werden
vor alem zwei Mechanismen zur Hydratiserung der Hornhaut diskutiert. Den
Hauptangriffspunkt der Wassermolekile stellt die Proteinmatrix in den Korneozyten dar.
Durch Konkurrenz um Wasserstoffbriicken-Bindungsstellen sollen die Wechselwirkungen
zwischen den Keratinfilamenten herabgesetzt werden und damit der Widerstand gegentber
penetrierenden Arzneistoffen abnehmen [236]. AuRerdem konnte BARRY mit DSC-
Messungen einen Anstieg der Fluiditét der interzellularen Bilayer an voll hydratisiertem
Stratum corneum nachweisen [13]. Nach Untersuchungen von BouwsTtrA et al. mit
Rontgenkleinwinkel streuung verandert sich dabei der Abstand zwischen den Lipidlamellen
nicht. Bei einem Wassergehalt Uber 40% deutet sich jedoch eine Abnahme des
Ordnungszustandes der Bilayer an [24]. Wahrscheinlich greifen die Wassermolekile
zunéchst an der Proteinmatrix an und lagern sich erst in héheren Konzentrationen in die
Bilayer ein. Dort erfolgt eine Interkalation zwischen die hydrophilen Kopfgruppen, was ein
laterales Anschwellen und abnehmende Dichte der Lipidalkylketten zur Folge hat. Der
unveranderte lamellare Abstand |83t sich damit erkléren, dass die Zunahme des Volumens
der Kopfgruppenregion durch leichte Neigung der Alkylketten kompensiert wird [25]. Die
Tatsache, dass auch die Penetration von Stoffen mit geringer Wasserloslichkeit durch
Okklusion verbessert werden kann, lasst sich also mit dem grof3eren lateralen Abstand
zwischen den Alkylketten und dem abnehmenden Ordnungszustand der Bilayer begriinden.
Hydrophile Stoffe konnen schneller durch die erweiterte Region um die hydratisierten
Kopfgruppen diffundieren.

Auch andere Substanzen sind in der Lage, reversibel die charakteristische Struktur des
Stratum corneum zu veréndern und kénnen al's Penetrationsenhancer fungieren. Dadurch
werden die Barriereeigenschaften der Haut reduziert und die Permeabilitét fir Arzneistoffe
steigt. Meist geschieht dies durch Interkalationen zwischen die Lipidketten der Bilayer
oder Wechselwirkungen mit den polaren Kopfgruppen bzw. Denaturierung der
Keratinfibrillen. Auch Eigenpenetration des Enhancers kann die Arzneistoffaufnahme
durch veréndertes Verteilungsverhaten beeinflussen [14]. Im Folgenden sollen von den
penetrationsbeeinflussenden Substanzen digenigen ndher betrachtet werden, die im
Rahmen dieser Arbeit eine Rolle spielen.

Von KNUTSON et a. konnte eine Korrelation zwischen temperaturbedingt zunehmender
Fluiditét der Stratum-corneum-Lipide und einem Anstieg des transdermalen Fluxes
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ausgewahlter lipophiler Stoffe nachgewiesen werden [100]. Fettsauren kénnen durch
Einlagerung zwischen die Lipidketten penetrationssteigernde Effekte aufweisen. Nach
GoOLDEN et al. sind dabei einfach ungeséttigte, cis-konfigurierte Fettsduren am besten
wirksam, da sie den Ordnungszustand der Lipide starker verandern als geséttigte oder
mehrfach ungeséttigte bzw. trans-Fettsauren [75]. Vidfédtige Untersuchungen existieren
zum Enhancermechanismus der Olsiure [63] [122] [217]. Deren Wirksamkeit lasst sich
nach CoopPeR durch die Kombination mit Propylenglycol noch steigern [39]. Die starken
Veranderungen in der Anordnung der Lipidbilayer resultieren aus der gewinkelten Struktur
der Olsaure. Die Vermutung, dass auch verzweigtkettige Fettsauren positive Effekte auf
die Penetration anderer Stoffe haben, konnte von SCHNEIDER €t al. [183] bestétigt werden,
wobei die Wirksamkeit etwas geringer als die der Olsiaure ist. Auch andere
methylverzwei gte Substanzen tragen zur Erhéhung der Fluidisierung der Lipidbereiche im
Stratum corneum bei. Fir den haufig in pharmazeutischen Zubereitungen as lipophile
Komponente verwendeten Fettsdureester |sopropylmyristat wurden penetrations-
steigernde Effekte fir verschiedene Arzneistoffe beschrieben [9] [111]. Anhand von DSC-
Untersuchungen konnten von LEoPoLD und LiPPoLD Wechselwirkungen mit Lipiden im
Stratum corneum nachgewiesen werden [112].

Das in der Dermatologie héufig als Cosolvens eingesetzte Propylenglycol (PG) wird
hinsichtlich seiner Eigenschaften als Penetrationsenhancer in der Literatur unterschiedlich
bewertet. Einerseits nimmt bel steigender L6slichkeit des Arzneistoffes im Vehikel dessen
thermodynamische Aktivitéat ab, andererseits kann Propylenglycol durch Eigenpenetration
in die Haut sowohl Wirkstoffe als auch andere Enhancer im Sinne eines Solvent-drag-
Effektes mittransportieren [17]. Das erklart auch die synergistische Wirkung in
Kombination mit Olsaure und Azon". Ein auf diesem Prinzip beruhender Enhancereffekt
konnte z. B. fUr den Transport von Hydrocortison nachgewiesen werden, das eine sehr viel
bessere Lodlichkeit in Propylenglycol als in Wasser aufweist. Weniger ausgepragt ist der
Einfluss auf die Penetration sehr hydrophiler Stoffe wie Mannitol oder von Substanzen mit
einem hohem Verteilungskoeffizienten Stratum corneum/V ehikel wie Progesteron [15].
Obwohl in PG-behandelter Haut mit FTIR/ATR-Untersuchungen eine Anderung der
intrazelluldaren Proteinkonformation festgestellt wurde [199], konnte die Aufnahme von
Propylenglycol in die Korneozyten elektronenmikroskopisch nicht nachgewiesen werden
[82]. Wahrscheinlich erfolgt eine Dehydratisierung der Zellen durch Propylenglycol.
BoOuwsTRrA et. a postulierten anhand von Untersuchungen mit DSC und Rontgenklein-
winkelstreuung Wechselwirkungen des Enhancers mit den polaren Kopfgruppen der
Bilayer [25].

Die penetrationsfordernde Wirkung von Dimethylsulfoxid (DMSO) ist schon seit langem
bekannt. Bereits 1965 konnte STOUGHTON einen drastischen Anstieg der Konzentration an
Hydrocortison und Fluocinolonacetonid in der Haut nach Zusatz von DMSO zu einer
Cremegrundlage bzw. einer akoholischen Losung nachweisen [194]. Auch heute wird
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DMSO in dermalen Rezepturen eingesetzt. Das liegt einerseits an den sehr guten
Solvatationseigenschaften und der gesteigerten Aufnahme von Wirkstoffen in die Haut,
andererseits interagiert DM SO konzentrationsabhangig mit verschiedenen Hautstrukturen
[92]. Bel einem DM SO-Gehalt ab 20 % konnen Veranderungen in der Proteinanordnung
im Stratum corneum auftreten. DMSO ist in der Lage, intrazelluldr vorhandene
Wassermolekille aus ihren Bindungen zu verdrangen und so durch stérkere Solvatisierung
die Struktur der Korneozyten aufzulockern. In Konzentrationen ab 60 % erfolgt ein Angriff
an den polaren Kopfgruppen der Bilayer. Auch dabel werden kleinere Wassermolekile
durch grofRere DM SO-Molekile ersetzt und so die Packungsdichte der Bilayer verringert
[13]. Wird jedoch statt Wasser Ethanol im Gemisch mit DM SO als Penetrationsgrundlage
verwendet, kann bereits bei geringeren DMSO-Konzentrationen ein deutlicher
Enhancereffekt erzielt werden [66].

Der Vorteil von DMSO liegt vor alem in der schnellen Wirksamkeit. Innerhalb von
30 min nach Applikation von Glucocorticoiden kann sich in Kombination mit DMSO ein
Arzneistoffreservoir im Stratum corneum ausbilden [194]. Dazu ist jedoch die Anwendung
hoher Enhancerkonzentrationen nétig. Als problematisch erweist sich dabel die
zunehmende Neigung zur Erythembildung der Haut bei steigendem DMSO-Gehalt im
Vehikel.

Unter den einwertigen Alkoholen ist Ethanol der am héufigsten an der Haut angewendete
sowie hinsichtlich seiner Penetrationseigenschaften und Toxizitdt am besten untersuchte
Vertreter. Aufgrund seiner Eigenschaften als Cosolvens und Enhancer ist er neben den
klassischen dermalen Grundlagen auch in Transdermalen Therapeutischen Systemen zu
finden [172]. Ethanol ist in der Lage, durch Eindringen in die Lipidbereiche des Stratum
corneum die Loglichkeit fur Arzneistoffe dort zu erhéhen. Dabel nimmt die Fahigkeit zur
Extraktion von Lipiden und Proteinen mit steigender Konzentration sowie innerhalb der
Reihe der Alkohole mit wachsender Kettenlange zu. Fur lipophile Stoffe resultiert aus der
stérkeren Fluidisierung der Lipidbereiche eine Penetrationszunahme, die proportional zum
Anstieg des Alkoholfluxes und unabhangig vom Molekulargewicht des Stoffes ist. So
konnte z. B. eine lineare Korrelation zwischen der Permeation von Nitroglycerin aus
Ethanol-Wasser-Mischungen und dem transdermalen Ethanolflux nachgewiesen werden
[18]. Ahnliche Ergebnisse existieren fiir Estradiol, Fentanyl und Progesteron. Ein Anstieg
des Ethanolgehalts tGber 70 % fihrt jedoch zu einer Dehydratisierung des Stratum corneum
verbunden mit einer Fluxabnahme. Das bedeutet, dass eine gewisse Wassermenge im
Vehikel fir die penetrationssteigernde Wirkung von Ethanol nétig ist [19].

Die Aufnahme hydrophiler, besonders ionischer Stoffe, die bevorzugt durch Poren
transportiert werden, steigt mit akoholbedingt zunehmender Porositét des Stratum
corneum ebenfalls, jedoch nicht im linearen Verhdtnis zum Alkoholflux. Der wachsenden
Permeabilitét der Hornschicht steht die schlechtere Loslichkeit sehr hydrophiler Stoffe bei
steigendem Alkoholgehalt entgegen [19].
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Zu den Stoffen, die in fast allen dermaen Zubereitungen enthalten sind und den
Substanztransport durch die Haut beeinflussen kénnen, gehdren auch die Tenside. Deren
Wirksamkeit als Penetrationsenhancer 1&sst sich in der Reihenfolge kationisch — anionisch
— nichtionisch als abnehmend einstufen, wobei nichtionische Tenside schneller penetrieren
alsionische [4]. Umgekehrt verhdlt es sich mit der Hautvertraglichkeit, so dass bevorzugt
nichtionische und anionische Tenside dermal angewendet werden. Letztere erhdhen die
Permeabilitét der Haut durch Veranderungen der Keratinstruktur der Korneozyten, die a—
Konformation wird in die f—Form umgewandelt [92] [170]. Mit DSC-Untersuchungen an
SDS-behandelter Haut konnten auch Veranderungen der Lipidstruktur, vermutlich durch
Lipidextraktion verursacht, nachgewiesen werden. Die Effekte an Lipiden und an
Proteinen des Stratum corneum erwiesen sich als reversibel [13].

Die Wirkung nichtionischer Tenside hangt im Wesentlichen von zwel Faktoren ab: den
Wechselwirkungen zwischen Tensid und Haut sowie zwischen Tensid und Arzneistoff. In
der Haut greifen nichtionische Tenside hauptséchlich an Lipiden an. Im Vehikel fuhrt ihr
Zusatz haufig zu mizellarem Einschluss des Arzneistoffs. Damit |&sst sich einerseits dessen
Konzentration im Vehikel erhdhen, andererseits konnen Arzneistoffmolekiile besser in frei
gelbster Form als nach Assoziation mit Tensidmizellen in die Haut penetrieren. Die Frage,
welcher der genannten Effekte Uberwiegt, entscheidet mal3geblich Uber Art und Umfang
der Penetrationsbeeinflussung [3].

Deswegen weisen verschiedene Studien zum Einfluss pharmazeutisch relevanter Tenside
auf die Arzneistoffpenetration auch unterschiedliche Ergebnisse auf. DALVI und ZATZ
zeigten anhand des Transports von Benzocain, dass nichtionische Tenside nicht in der
Lage sind, die Penetration von Stoffen aus wassrigen Lésungen zu erhéhen [46]. Das
bestétigen auch Untersuchungen von CAPPEL und KREUTER. Sie stellten fest, dass
Polysorbate in tblichen angewendeten Konzentrationen die Aufnahme der hydrophilen
Modellsubstanz Methanol aus wassrigen Losungen nur gering oder gar nicht erhthen. Fir
das lipophile Oktanol wurde sogar eine Penetrationshemmung beobachtet [32]. Ahnliche
Resultate erbrachte die Testung polymerer Tenside (Poloxamere und Poloxamine)
unabhéngig von deren Molekulargewicht und HLB-Wert [33].

Untersuchungen mit PG-Wasser-Mischungen als Grundlage zeigen jedoch andere
Resultate. Der Zusatz verschiedener Polysorbate fihrt zur einer deutlichen Steigerung des
Transports von Lidocain [174] und Hydrocortison [175] in die Haut verglichen mit der
tensidfreien Grundmischung. Eine Ursache dafur ist die Erhdhung der CMC der
Polysorbate durch Propylenglycol. Das Vorliegen von mehr freien Tensidmonomeren fhrt
Zu stérkerer Penetration der Polysorbate und damit zum verbesserten Arzneistofftransport.
Aullerdem wird der mizellar eingeschlossene Antell des Arzneistoffs langsamer in die
Haut transportiert als die frel gelGsten Molekile [174].

Eine besondere Stellung unter den Penetrationsenhancern nimmt Harnstoff ein, der als
korpereigener Stoff eine gute dermale Vertraglichkeit besitzt. Er kommt beim gesunden
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Menschen zu etwa 1% in der Haut vor und hat dort die Funktion eines natirlichen
Feuchthaltefaktors (natural moisturizing factor) [224]. Da viele Hauterkrankungen mit dem
Symptom trockene Haut einhergehen, nimmt Harnstoff heute einen festen Platz unter den
dermalen Therapeutika ein, zumal er zusétzlich antiprurigindse und proliferations-
hemmende Effekte aufweist. Durch seine hygroskopischen Eigenschaften besitzt er eine
groRe Wasserbindungskapazitdt und trégt so wesentlich zur Hydratisierung des
Keratinmaterials im Stratum corneum bei. Harnstoff wirkt auch keratolytisch, besondersin
hoheren Konzentrationen. Wahrscheinlich spielen diese beiden Faktoren fir den
Enhancereffekt eine Rolle. Da beide Prozesse langsam ablaufen, ist eine
penetrationssteigernde Wirkung erst bel Applikation Uber einen langeren Zeitraum zu
erwarten [237]. Besonders gut untersucht ist die Wirkung des Harnstoffs auf den Transport
verschiedener Glucocorticoide. Dabei konnte fir Hydrocortison und Triamcinolonacetonid
[222] sowie fur Prednisolon [223] eine Penetrationsstel gerung nachgewiesen werden.
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3 Mikroemulsionen — Theorie und pharmazeutische Anwendung

3.1 Definition und Eigenschaften

1943 beschrieben HOAR & ScHULMAN die Bildung stabiler, optisch klarer, flUssiger
Systeme nach Zugabe eines Alkohols zu einer definierten Mischung aus Wasser, Ol und
einer Seife [80]. Die Bezeichnung Mikroemulsion zur Beschreibung derartiger Systeme
pragten SCHULMAN et a. erst 1959 [184]. Seitdem existiert das Bestreben, diesen Begriff
in einer exakten Definition von strukturell verwandten Systemen wie mizellaren Ldsungen,
M akroemulsionen oder flissigkristallinen Phasen abzugrenzen [47].

Mikroemulsionen bestehen aus zwei, in den verwendeten Konzentrationen nicht
miteinander mischbaren Fliissigkeiten, meistens Wasser und Ol, mindestens einem Tensid
und haufig einem Cotensid. Zu ihren charakteristischen Eigenschaften zéhlen Isotropie,
Transparenz oder schwache Opaleszenz, thermodynamische Stabilitéé und niedrige
Viskositét.

Von den klassischen Emulsionen unterscheiden sie sich durch ihre sehr geringe
Tropfchengrofde zwischen 10 und 200 nm und gehdren somit zu den kolloidalen Systemen.
In Abhangigkeit vom Verhdtnis der Wasser- zur Olphase kann eine Einteilung in O/W-
oder W/O-Mikroemulsionen erfolgen. Die strukturelle Ahnlichkeit mit Mizellen bzw.
Inversmizellen wird in Abb. 3 deutlich.

W/O-Mikroemulsion O/W-Mikroemulsion

o~~~ Cotensid O~~~ Tensid

Abb. 3: Struktur von Mikroemulsionen nach [152]

Das Vorliegen von Ol und Wasser in etwa gleichen Anteilen fihrt dazu, dass sich wasser-
und 6lreiche Domanen stérker durchdringen. Statt Tropfchen bilden sich bikontinuierliche
Strukturen aus, die erstmals von SCRIVEN [186] beschrieben und von JAHN und STREY [87]
el ektronenmikroskopisch nachgewiesen wurden.

Bel all diesen Betrachtungen muss beriicksichtigt werden, dass Mikroemulsionsstrukturen
einer starken Dynamik unterliegen. Die stete Fluktuation einzelner Molekile fuhrt zu
standigen Auf- und Abbauprozessen der Aggregate, so dass die detektierten Strukturen
stets nur einen momentanen Zustand widerspiegeln [234].
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3.2 Bildung von Mikroemulsionen

Die Mikroemulsionsbildung as spontan ablaufender Prozess ist das Ergebnis eines
komplexen Wechselspiels dler beteiligten Komponenten. Eine minimale Grenzfl&chen-
spannung ist die Voraussetzung fur das Entstehen thermodynamisch stabiler Systeme. Das
kann nur erzielt werden, wenn die positive Grenzfléchenenergie zwischen zwel Phasen
durch die negative freie Energie wahrend des Mischens der Bestandteile kompensiert wird.
Ein zugesetzter Emulgator bewirkt durch Anlagerung an der Grenzflache Ol-Wasser eine
Erniedrigung der Grenzflachenspannung. Nur wenige Tenside sind jedoch alein in der
Lage, diese bis auf das zur Mikroemulsionsbildung nétige Minimum abzusenken. Das ist
haufig erst durch Zusatz eines Cotensids mdglich. Dazu werden meist ein kurz- oder
mittelkettiger Alkohol bzw. ein zweites, nichtionisches Tensid, das sich vom ersten im
HLB-Wert (Hydrophilic Lipophilic Balance) unterscheidet, eingesetzt. Das Cotensid
penetriert zwischen die Tensidmolekile, die die Tropfchen der inneren Phase in
monomol ekularer Schicht umgeben. Dadurch verandert sich die geometrische Packung der
Schicht und somit auch ihre Krimmung. Die Grenzflache vergrof3ert sich und der
Dispersionsgrad der Tropfchen steigt. Zusétzlich muss jedoch beriicksichtigt werden, dass
auch Molekile der Olphase in die Tensidschicht penetrieren konnen und somit die
Ausbildung der Grenzflache beeinflussen [6] [51] [107] [109].

Unterschiedliche Meinungen existieren in der Literatur zu der Frage, ob die Bildung von
Mikroemulsionen von der Art der Herstellung abhéngt. Wahrend die meisten Autoren von
einem rein thermodynamisch getriebenen Prozess ausgehen, glauben RosaNO et al., dass
die Bildung von Mikroemulsionen von der Rehenfolge der Komponentenzugabe
beeinflusst wird [166]. RosANO versuchte, die zur Mikroemulsionsbildung minimal
erforderliche Tensidmenge zu berechnen. Nachteilig ist, dass in diese Rechnung nur
geometrische Parameter der Molekile einflieffen und der Anteil des in wassriger oder
Oliger Phase gel 6sten Tensids vernachléssigt wird [165].

Die Auswahl des Tensids entscheidet auch mal3geblich dartiber, ob sich Mikroemulsionen
vom Typ O/W oder W/O bilden. Eine Aussage dariber lasst sich z. B. aus dem HLB-Wert
ableiten. Liegt dieser im Bereich zwischen vier und sieben, bilden sich W/O-
Mikroemulsionen, bei grofleren Werten zwischen neun und zwanzig entstehen O/W-
Systeme. Da der HLB-Wert von der Temperatur abhangig ist, beeinflusst deren
Veranderung auch das mizellare Verhalten des Tensids. Bel Temperaturerhohung kénnen
die Wechselwirkungen eines hydrophilen Tensids soweit abnehmen, dass eine
Phasenumkehr von O/W- zum W/O-System eintritt. Dieser Punkt wird als
Phaseninversionstemperatur bezeichnet [154] [193]. Charakteristisch fir Mikroemulsionen
ist die Reversibilitéat derartigen Temperaturverhatens [51].

Auch der von ISRAELACHVILI et al. [86] definierte Packungsparameter kann als Kriterium
fUr die Emulgatorauswahl herangezogen werden. Tenside mit Werten kleiner als 1 ergeben
mizellare Systeme, Werte Uber 1 fihren zu inversen Strukturen. Allerdings flief3en in diese
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Betrachtung nur geometrische Parameter eines separaten Tensidmolekils ein.
Wechselwirkungen mit Cotensiden oder Molekiilen der Olphase, die in die Tensidschicht
penetrieren konnen, und der Einfluss der Hydratation der Tensidkopfgruppen bleiben
unbertcksichtigt [6].

Untersuchungen zum  Einfluss der Olphase auf die Ausbildung von
Mikroemulsionsgebieten wurden von MALCOLMSON und LAWRENCE unter Verwendung
des nichtionischen Tensids Brij 96 durchgefiihrt. Sie kamen zu dem Schluss, dass sich
Olmolekiile starker zwischen die Tenside der Phasengrenzschicht einlagern, je kleiner ihr
molares Volumen ist. Damit steigt auch die Tendenz zur Bildung asymmetrischer
Aggregate. GroRe Olmolekille neigen eher zur Bildung eines separaten Kerns und
sphérischer Tropfchen. Sie erwiesen sich als besser geeignet zur Solubilisierung des
Modellarzneistoffs Testosteronpropionat. Dafiir lassen sich von kleineren Olmolekiilen
groRere Mengen in eine Mikroemulsion einarbeiten. Unterschiede in der Polaritét des Ols
beeinflussten die Ausbildung des Phasengebietes dagegen kaum [120]. Diese Ergebnisse
zeigen eine gute Ubereinstimmung mit Untersuchungen von ABOOFAZELI et a. zum
Einfluss der Olphase auf die Bildung lecithinhaltiger Mikroemulsionen [1].

3.3 Strukturuntersuchungen

Phasendiagramme werden héufig zur Darstellung von Gleichgewichtszusténden zwischen
verschiedenen Komponenten ternérer oder quarterndrer Mischungen herangezogen. Die
Charakterisierung des Phasenverhaltens von Mehrkomponentensystemen ist jedoch eine
sehr komplexe und aufwendige Problematik. Meist entstehen Mikroemulsionen nur in
einem eng begrenzten Gebiet innerhalb des Phasendiagramms, so dass oftmals nur dieser
Bereich gekennzeichnet wird.

Zur Untersuchung der Struktur von Mikroemulsionen lassen sich in Abhéngigkeit der
jeweiligen Fragestellung verschiedene Methoden heranziehen. Eine umfassende physiko-
chemische Charakterisierung erfordert jedoch die Kombination mehrerer Verfahren der
Strukturuntersuchung.

Die Polarisationsmikroskopie liefert eine Aussage Uber die Isotropie der Systeme und kann
damit Mikroemulsionen von flUssigkristallinen Phasen abgrenzen. Die im linear
polarisierten Licht ebenfalls isotrop erscheinenden kubischen Phasen lassen sich durch
Viskositéatsuntersuchungen von Mikroemulsionen unterscheiden [94].

L eitf&éhi gkeitsbestimmungen ermdglichen eine Differenzierung zwischen O/W- und W/O-
Mikroemulsionen.

Messungen von Selbstdiffusionskoeffizienten mit NMR liefern Informationen zu Struktur,
Fluiditdt und Emulsionstyp der Mikroemulsion. Die Methode gibt auch Hinweise auf
Wechselwirkungen der Tenside und Cotenside innerhalb der Phasengrenzschicht [113] .
Sehr verbreitet ist die Anwendung der Dynamischen Laser-Lichtstreuung zur Bestimmung
der Teilchengrof3e der dispergierten Phase [108]. Daraus lassen sich z. B. Aussagen zur
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Stabilitdt der Systeme ableiten. Neutronenstreuexperimente ermdoglichen detailliertere
Untersuchungen zur Gestalt der Tropfchen.

Mit transmissionsel ektronenmikroskopischen Verfahren ist es mdglich, die Struktur von
Mikroemulsionen abzubilden. Vorher werden diese in der Regel einer Gefrierbruchdtzung
unterzogen [87].

Eine vor allem aus pharmazeutischer Sicht relevante Fragestellung ist die Verteilung von
Arzneistoffen zwischen den beiden Phasen der Mikroemulsion. Eine direkte Messung war
lange Zeit nicht moglich, so dass eine Abschdtzung der Verhdltnisse meist durch
Bestimmung der Lipophilie des Stoffes mit Hilfe des Oktanol-Wasser-
Vertellungskoeffizienten erfolgte. TROTTA et al. bestimmten den Vertellungskoeffizienten
zwischen dem verwendeten Ol und Wasser in Gegenwart des Cotensids [208]. Der
erhaltene Wert ist jedoch nur als Anndherung an reale Verhdtnisse zu sehen, da
Wechselwirkungen zwischen Arzneistoff und Tensid unberticksichtigt bleiben. Von
MRESTANI et a. wurde kirzlich eine neuentwickelte Methode vorgestellt. Aus den mit
Elektrokinetischer Chromatographie (Kapillarel ektrophorese) gemessenen Mobilitéten des
Arzneistoffsin innerer und aulRerer Phase sowie der gesamten Mikroemulsion lasst sich ein
Kapazitétsfaktor berechnen, der ene gute Korrelation zu Oktanol-Wasser-
Vertellungskoeffizienten zeigt [131]. Damit werden Aussagen zum Aufenthalt des
Arzneistoffs innerhalb der Mikroemulsionsphasen mdglich. Die Grenzen der Methode
liegen in der Viskositdt der Systeme und der Ladung des Arzneistoffs. Bisher wurden nur
niedrigviskose O/W-Mikroemulsionen mit Alkoholen als Cotensid untersucht, die
geladene Arzneistoffe enthielten.

3.4 Pharmazeutische Einsatzgebiete

In der Pharmazie ist das Interesse an Mikroemulsionen in den letzten Jahren stark
angestiegen. Das zeigt die zunehmende Anzahl von Publikationen zu Untersuchungen, die
deren Wirksamkeit al's potente Drug-delivery-Systeme belegen [110] [200]. Leider spiegelt
sich diese Tatsache bisher nur in geringem Mal3e in der Zulassung neuer kommerzieller
Praparate wieder. Probleme stellen dabei sicher die Toxizitét einzelner Komponenten und
der oft hohe Tensidgehalt der Systeme dar, die einer breiten Anwendung entgegenstehen.
KAHLWEIT et al. beschéftigten sich bereits mit der Entwicklung spezieller , nichttoxischer”
Mikroemulsionen fir den pharmazeutischen Einsatz. Sie schlugen die Anwendung
natUrlicher Substanzen wie Sojalecithin als Emulgator und ungeséttigter Fettsaureester
anstelle von Mineraldlen als Olkomponente sowie Alkandiolen statt Alkoholen as
Cotensid vor [91]. Bel Untersuchungen an humaner Haut zeigten Mikroemulsionen mit
Sojalecithin sehr gute Ergebnisse hinsichtlich dermaler Toxizitét [50]. Daftr ergibt sich
jedoch ein anderes Problem. Die starke Heterogenitdt verschiedener Chargen bel der
Verwendung natirlicher Substanzen ist fur die Herstellung von Mikroemulsionen &uf3erst
nachteilig, da bereits kleine Veranderungen in der Zusammensetzung zu V erschiebungen
der Mikroemulsionsgebiete im Phasendiagramm fihren kdnnen. Damit erdffnen sich
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jedoch auch neue Forschungsansdtze fir den pharmazeutischen Einsatz von
Mikroemulsionen.

3.4.1 Orale Anwendung

Sehr gute Ergebnisse konnten bisher beim Einsatz von Mikroemulsionen zur Verbesserung
der oralen Bioverfugbarkeit von Peptiden erzielt werden. Das erste kommerziell erhédltliche
Praparat auf Basis einer Mikroemulsion, Sandimmun” Optoral, enthalt das sehr lipophile,
kaum wasserlosiche Immunsuppressivum Ciclosporin A, das einen Problemarzneistoff
hinsichtlich der Bioverflgbarkeit darstellt. Inkorporiert in ein wasserfreies Prékonzentrat
aus Ethanol, lipophilen und hydrophilen Losungsmitteln sowie einem Tensid wird das
cyclische Peptid als Weichgelatinekapsel oder Losung verabreicht [173]. Nach oraler
Applikation bildet sich im Magen durch Wasseraufnahme eine Mikroemulsion. Aus dieser
wird Ciclosporin A signifikant besser resorbiert als aus einer O/W-Emulsion, die sich nach
oraler Gabe des Praparates Sandimmun” bildet. Das konnte von KovARIK et al. an 24
Probanden nachgewiesen werden. Auch fielen bel der Mikroemulsion die inter- und
intraindividuellen Schwankungen der Plasmaspiegel geringer aus [102].

Problematisch hinsichtlich der oralen Bioverflgbarkeit sind auch Peptide, die aufgrund
ausgepragter Hydrophilie schlecht resorbiert werden. CONSTANTINIDES et a. entwickelten
W/O-Mikroemulsionen auf der Basis mittelkettiger Glyceride [41] und Fettsauren [42].
Mit deren Hilfe konnte die Bioverflgbarkeit von zwei hydrophilen Peptiden, Calcein und
einem Fibrinogenrezeptorantagonisten, im Vergleich zu wassriger Lésung nach
intraduodenaler Gabe an der Ratte drastisch gesteigert werden [40].

Andere Autoren berichten Uber die intestinale Resorption von Insulin und Vasopressin aus
Mikroemulsionen [160] bzw. arbeiten an der Entwicklung derartiger Systeme zur oralen
Insulinapplikation [79].

Da die Substanzklasse der Peptide von zunehmendem therapeutischen Interesse ist, wird in
Zukunft die galenische Entwicklung effizienter Vehikel wie Mikroemulsionen weiter an
Bedeutung gewinnen.

3.4.2 Parenterale Anwendung

Zu den Vortellen, die Mikroemulsionen gegeniber herkbmmlichen Vehikeln bieten, gehort
auch die Fahigkeit, schlecht lésliche Arzneistoffe zu solubilisieren. Fir Hydrocortison
konnte beispielsweise eine hohere Lodlichkeit in Mikroemulsionen as in reinen
alkoholischen Lodsungen nachgewiesen werden [89]. Damit erdffnen sich neue
Moglichkeiten far die intravendse Applikation von Arzneistoffen mit geringer
Wasserl6slichkeit. PARK und Kim entwickelten eine O/W-Mikroemulsion, die bei gleicher
Pharmakokinetik und guter Stabilitét eine achtfach hohere Lodlichkeit fur Flurbiprofen im
Vergleich zu Pufferlésung besitzt. Damit l&sst sich das Volumen fir ene i.v.
Bolusinjektion deutlich reduzieren [148]. Auch bikontinuierliche Mikroemulsionen
scheinen sich fur die intravendse Gabe schlecht |6slicher Arzneistoffe zu eignen [44]. Von
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TROTTA et al. konnte ein Reservoireffekt fur Diazepam in einer O/W-Mikroemulsion nach
intraventser Applikation nachgewiesen werden [206]. GAsco et al. entwickelten W/O-
Mikroemulsionen fir die i.m. Applikation von Peptiden. Diese Systeme schiitzen
bioabbaubare Substanzen vor der Inaktivierung und setzen sie Uber einen langeren
Zeitraum von bis zu drei Wochen retardiert frei [74].

Einen sehr interessanten Ansatzpunkt fir mdgliche Anwendungen von Mikroemulsionen
stellt die Solubilisierung extrem lipophiler Fluorocarbone dar, die zum Sauerstofftransport
befahigt sind und somit al's Blutersatzflissigkeiten dienen konnten [20].

Ginstig fur parenterde Anwendungen sind auch die geringe Teilchengrof3e von
Mikroemulsionen, um der Gefahr von Fettembolien vorzubeugen, sowie deren
Sterilisierbarkeit durch Mikrofiltration. Grofdte Sorgfalt ist auf die Auswahl gut
vertraglicher Tenside wie Phospholipide zu legen.

3.4.3 Ophthalmologische Anwendung

Mikroemulsionen als Vehikel systeme sind auch fir ophthal mologische Anwendungen von
Interesse. Fur verschiedene Arzneistoffe konnte im Vergleich zu wassrigen Augentropfen
ein deutlicher Retardeffekt nachgewiesen werden. So wurde Pilocarpin  aus
Mikroemulsionen auf Saccharoseesterbasis verzogert freigesetzt [95]. Die Messung der
miotischen Aktivitét am Kaninchenauge zeigte eine eindeutig hthere Bioverfugbarkeit des
Arzneistoffs aus verschiedenen Mikroemulsionen verglichen mit wassrigen Losungen, die
auf dem Retardeffekt basiert [78]. Folglich konnte die Anzahl der Anwendungen pro Tag
reduziert werden. Als geeignet erwiesen sich Mikroemulsionen auch fir die Inkorporation
schlecht wasserlésiicher Arzneistoffe wie Indomethacin, Diclofenac-Natrium und
Chloramphenicol. Deren Freisetzung war vergleichbar mit Augendlen doppelter
Konzentration, wobel Mikroemulsionen den Vorteil aufweisen, keine Sichtbehinderungen
am Auge zu verursachen [189]. Fir die genannten Systeme wurden Lecithin, Poloxamere
bzw. Saccharoseester als besonders vertragliche Tenside ausgewahlt, so dass fir keine der
ophthalmologisch angewendeten Mikroemulsionen eine lIrritation im HET-CAM- bzw.
Draize-Test nachgewiesen wurde. Eine interessante Méglichkeit, den Reservoireffekt von
Mikroemulsionen am Auge noch zu verbessern, wird von GASco et al. beschrieben. Durch
lonenpaarbildung mit Oktansaure kann die Lipophilie von Timolol erhéht werden [70].
Daraus resultiert in O/W-Mikroemulsionen eine starkere Affinitdt des Arzneistoffs zur
inneren Olphase, eine Steigerung des Reservoireffekts und eine retardierte Freisetzung
[73].

3.4.4 Dermale Anwendung

Ein sehr interessantes Einsatzgebiet fir Mikroemulsionen ist die Anwendung an der Haut.
Sie kann einerseits mit dem Ziel erfolgen, die kutane Penetration von Problemarzneistoffen
in der dermalen Therapie zu verbessern. Andererseits eignen sich Mikroemulsionen
hervorragend, um Stoffe auf transdermalem Wege der systemischen Zirkulation
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zuzufthren. Dabei kann nicht nur der First-pass-Effekt umgangen werden. Auch fur
Substanzen, die im Gastrointestinaltrakt hydrol ytisch zerstért werden, bieten sie eine echte
Alternative zu i.v. oder s.c. Injektionen [58].

Zahlreiche Studien mit verschiedenen Arzneistoffen belegen penetrationssteigernde
Effekte nach Applikation einer Mikroemulsion im Vergleich zu herkbmmlichen Vehikeln.
ZIEGENMEYER und FUHRER konnten bereits 1980 fir 1 %ige tetracyclinhydrochlorid-
haltige Zubereitungen eine deutliche Uberlegenheit der Mikroemulsion gegeniiber einer
Creme und einem Gel hinsichtlich der Hautpenetration nachweisen [238]. GALLARATE €t
al. belegten ene zehnfach hohere Freisetzung von Azelainsaure aus O/W-
Mikroemulsionen im Vergleich zu einer Creme [71]. LINN et a. verglichen eine W/O-
Mikroemulsion mit einer Creme und einer Lotion. Dabel penetrierten die beiden
Modellsubstanzen am schnellsten aus der Mikroemulsion in die Haut und lief}en sich
besonders in tieferen Schichten in grofReren Mengen nachweisen, obwohl die
Ausgangskonzentration der Substanzen in der Mikroemulsion am geringsten war [114].

Zu moglichen Mechanismen der gesteigerten Arzneistoffaufnahme existieren
verschiedene, z. T. widerspriichliche Aussagen in der Literatur. Nach FRIBERG wirken
Mikroemulsionen aufgrund ihres mizellartigen Aufbaus zerstorend auf die
flissigkristalline Struktur der Lipidbilayer des Stratum corneum und setzen so die
Barrierefunktion der Haut herab. Dabei nimmt neben der Arzneistoffpenetration auch das
Irritationspotential zu. Die Applikation von Mikroemulsionen auf der Haut kann jedoch
durch Verdunstung flichtiger Komponenten, besonders Wasser, zu strukturellen
Veranderungen der Systeme bis hin zur Bildung flUussigkristalliner Phasen fihren. Deren
Anwendung ist besser hautvertréglich, jedoch nicht so effektiv hinsichtlich der
Enhancerwirkung [67]. Wie Ergebnisse von TROTTA et a. zeigen, nimmt auch die In-vitro-
Permeation bei Umwandlung von Mikroemulsionen in flussigkristalline Phasen ab [205].
THACHARODI und PANDURANGA RAO gehen von einer Penetration der Mikroemulsion in
die Haut als intaktes System aus. Folglich musste eine abnehmende Trépfchengrolle der
inneren Phase zu einem Anstieg der perkutanen Arzneistoffaufnahme fuhren, da kleine
Partikel besser in die Haut transportiert werden [197].

Wahrscheinlicher ist jedoch die Vorstellung, dass der Penetration ein komplexes
Wechselspiel verschiedener Verteilungsvorgange zugrunde liegt, wie von DELGADO-
CHARRO et al. beschrieben. Arzneistoffe diffundieren zwischen innerer und auf3erer Phase
der Mikroemulsion, Vehikelbestandteile penetrieren in die Haut und interagieren mit
Stratum-corneum-Komponenten, ebenso ist die Extraktion von Hautlipiden durch die
Mikroemulsion moglich. Die Veranderungen am Stratum corneum fihren zur Reduktion
seiner Barriereel genschaften und die Penetration von Stoffen wird erleichtert [48].

Studien zum Mechanismus der Enhancerwirkung von Mikroemulsionen wurden von
OsBORNE €t a. durchgefiihrt. Sie untersuchten den transdermalen Flux von Wasser nach
Applikation einer W/O-Mikroemulsion, die AOT als Tensid und Oktanol as Ol enthielt.
Der Wert wurde verglichen mit Fluxmessungen an Haut, die mit Oktanol, AOT oder einer
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Mischung aus beiden vorbehandelt war. Dabei zeigte sich ein der Mikroemulsion
vergleichbarer Enhancereffekt bei der Kombination aus Oktanol und AOT, nicht jedoch
nach Behandlung mit den Einzelsubstanzen. Daraus resultiert die Schlussfolgerung, dass
der Grund fir die penetrationssteigernden Effekte in der synergistischen Wirkung einzel ner
Komponenten, nicht jedoch in der Mikroemulsionsstruktur liegt [145].

Ein Vergleich zwischen phospholipidhaltigen Mikroemulsionen und Liposomen
hinsichtlich der In-vitro-Freisetzung und Hautpermeation wurde anhand der
Modellsubstanz Diclofenac-Diethylamin von KRIWET und MULLER-GOYMANN Vvorge-
nommen. Bel beiden Untersuchungen erwies sich die Mikroemulsion as Uberlegen
gegentiber alen anderen getesteten Systemen. Interessanterweise permeierte Diclofenac-
Diethylamin in einem Zeitraum von 24 h weder aus uni- noch aus multilamellaren
Vesikeln durch das Stratum corneum. Mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
konnte die Vermutung bestétigt werden, dass intakte Liposomen nicht bis in die lebende
Epidermis penetrieren konnen. Dagegen konnte der aus Mikroemulsionen freigesetzte
Fluoreszenzmarker auch in tieferen Hautschichten nachgewiesen werden [103].

Neben den Effekten von Mikroemulsionen an der Haut spielen auch Wechselwirkungen
zwischen Vehikel und Arzneistoff fur die Wirksamkeit der Arzneiform eine Rolle. Bel den
von KEMKEN et a. entwickelten Mikroemulsionen hangt die Penetrationswirkung der
Arzneistoffe mal3geblich von deren Lodlichkeiten im Vehikel ab [97]. In wasserfreien
Grundlagen aus Tensid, Cotensid und Ol wurden verschiedene B-Blocker bis zu ihrer
Séttigung gelost. Die Wirkstofffreisetzung aus diesen Systemen erfolgt nach dem von
MULLER beschriebenen Prinzip [132]: Nach Applikation auf der Haut unter Okklusion
bilden sich durch Wasseraufnahme in situ Mikroemulsionen, die eine geringere Lodlichkeit
fUr die untersuchten (-Blocker as die wasserfreien Grundlagen besitzen. Die eintretende
Ubersittigung der Systeme fiihrt zu einer erhohten thermodynamischen Aktivitét, die
Triebkraft fUr einen gesteigerten Arzneistoffflux durch die Haut ist. Die am Kaninchen
nachgewiesenen pharmakodynamischen Effekte bestétigen die transdermale Wirksamkeit
der Systeme [96].

Eine andere interessante Einflussgrof3e mit Auswirkungen auf die Penetration ist die
Viskositét des Vehikels. Da Mikroemulsionen niedrigviskoser als Cremes und Salben sind,
besitzen die inkorporierten Arzneistoffe hthere Diffusionskoeffizienten, was sich ginstig
auf die Penetration auswirkt. Da zu grof3e Fluiditdt jedoch die Applikation erschwert, sind
einige Versuche zur Entwicklung hoherviskoser Systeme mit den Eigenschaften von
Mikroemulsionen unternommen worden. GAsco et al. gelang die Modifizierung einer
azelainhaltigen Mikroemulsion durch Zusatz von Carbopol 934 bei gleichzeitiger
Erhdhung der Freisetzungsrate [72]. OsSMAN-GARDABBOU et a. konnten fur a-
tocopherolhaltige O/W- und W/O-Mikroemulsionen grofRere Konzentrationen der
Modellsubstanz in der Haut nach Applikation héherviskoser Mikroemulsionen nachweisen
[146].
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TROTTA et a. gingen der Frage nach, inwieweit die Penetration von Arzneistoffen von
deren Verteilung zwischen innerer und aul3erer Phase in der Mikroemulsion abhangt. Sie
verglichen In-vitro-Permeationskoeffizienten von funf Modellsubstanzen unterschiedlicher
Lipophilie in O/W-Mikroemulsionen und stellten fest, dass die Permeation mit
zunehmender Lipophilie, d. h. steigender Konzentration in der inneren Phase, abnimmt
[207]. Zum gleichen Ergebnis kamen PATTARINO et al. bei Untersuchungen an Maushaut
mit acht verschiedenen 3-Blockern [149]. Analog dazu wirkt sich die Lipophilieerhdhung
von Methotrexat durch lonenpaarbildung in einer W/O-Mikroemulsion steigernd auf den
Permeabilitatskoeffizienten aus [209]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der
Arzneistoff erst aus der inneren in die aulere Phase diffundieren muf3, bevor er penetriert.
Folglich bewirkt der Einschluf3 von Stoffen in die innere Phase einer Mikroemulsion die
Bildung eines Reservoirs und ermdglicht einen Depoteffekt.

Dass sich auch bikontinuierliche Mikroemulsionen fir die topische Therapie eignen,
konnten BOLZINGER et a. durch Quantifizierung der antiinflammatorischen Wirksamkeit
von nifluminsdurehaltigen Systemen an der Haut zeigen. Als Tenside wurden Sucroseester
verwendet, die sich durch besonders gute Hautvertraglichkeit auszeichnen [23].

Diese zahlreichen Beispiele sind Zeichen fur die in Mikroemulsionen steckenden
Potentiale fur eine zukinftige Anwendung als Vehikel fir Arzneistoffe.
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4 Entwicklung von Mikroemulsionen und deren Charakterisierung

4.1 Entwicklung von Mikroemulsionen

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von O/W-Mikroemulsionen zur dermalen
Anwendung, in die sich Arzneistoffe unterschiedlicher Lipophilie einarbeiten lassen. Dabei
erfolgt die Auswahl der Komponenten unter den Gesichtspunkten der Verflgbarkeit und
der Hautvertréglichkeit.

4.1.1 Komponenten der Systeme

Tween” 80

Tween” 80 (Polysorbat 80, Polyoxyethylen-20-Sorbitanmonooleat, M, ~1309) ist eine
klare, gelb aussehende, viskose Flussigkeit, die eine gute Loéslichkeit in Wasser und
Ethanol aufweist, wahrend sie in Mineraldlen und flissigem Paraffin praktisch unldslich
ist. Tween™ 80 besitzt einen HLB-Wert von 15,0 und wird in der Pharmazie als
nichtionischer O/W-Emulgator in Salben und Cremes sowie als Ldsungsvermittler
verwendet. Aufgrund des Olsiurerestes ist es anféllig gegeniiber Autoxidation und sollte
luftdicht verschlossen sowie lichtgeschitzt aufbewahrt werden. Von Humanhaut und vom
Kaninchenauge wird das Produkt reaktionslos vertragen [59].

H— (O— CH;—CH,)—O0 O—(CH,—CH;—0).—H
X

H—(0— CH;—CH,);—0—CH™ g
HysC ﬁ— (O— CH;—CH,);7—0—CH, WHX+Hy+2=20
0

Abb. 4: Strukturformel von Tween” 80

Pluronic” 1101 /Synperonic” PE L101

Dieihrer Strukturformel nach identischen Produkte zweier verschiedener Firmen Pluronic
L101 und Synperonic-' PE L101 (CTFA-Bezeichnung Poloxamer 331, M, ~ 3800) gehdren
zur Gruppe der Polyoxyethylen-Pol yoxypropylen-Blockpolymere (Poloxamere). Bel einem
durchschnittlichen Molekulargewicht des lipophilen Polyoxypropylens (POP) von 3250 ist
der hydrophile Molekllanteil Polyoxyethylen (POE) mit 10 % m/m sehr gering. Die
farblosen, viskosen FlUssigkeiten mit einem HLB-Wert von ca.1 werden den
nichtionogenen W/O-Emulgatoren zugeordnet. Sie sind unléslich in Wasser und 16dlich in
Ethanol bzw. Toluol.
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Pharmazeutisch verwendet werden Poloxamere als Emulgator, Losungsvermittler und
Gelbildner.

Poloxamere weisen eine sehr geringe Toxizitét auf und rufen an gesunder Haut keinerlei
Reizungen hervor [56] [141] [181].

HO—(CH,—CH,—0)—(CH—CH,—0)—(CH,—CH,—0) —H

7 CH
54

a
b

3

Abb. 5: Strukturformel von Pluronic® L101 bzw. Synperonic® PE L101

In mizellaren Losungen und Mikroemulsionen liegen Blockpolymere nicht in gestreckter
Form vor, wie in Abb.5 dargestellt. Als wahrscheinlich gilt eine hufeisenférmige
Krimmung, so dass die aul3eren, hydrophilen POE-Ketten zur wassrigen Phase und der
lipophile POP-Teil zum Mizellinneren bzw. zur Olphase hin ausgerichtet sind [181].

Bel allen polyoxyethylenhaltigen und polymeren Tensiden kommt es herstellungsbedingt
zu Schwankungen in der Kettenlange, so dass die Produkte keine reinen Stoffe, sondern
stets Gemische sind. Da bereits geringfugige Verénderungen der Tensidzusammensetzung
die Aushildung und Lage von Mikroemulsionsgebieten beeinflussen kénnen, soll nach
Maoglichkeit nur eine Charge des Emulgators verwendet werden.

| sopropylmyristat / 1sopropyl palmitat

Die Isopropylester der Myristinsdure (IPM, M, =270,5) und der Palmitinsaure (IPP,
M, = 298,5) sind klare, dlige Fliissigkeiten, die sich mit pflanzlichen Olen, nicht jedoch mit
Wasser, Propylenglycol und Glycerol mischen. Sie weisen eine gute algemeine und
dermale Vertraglichkeit auf. IPM und IPP spreiten sehr gut auf der Haut und penetrieren
rasch, IPM werden sogar Enhancereigenschaften zugeschrieben. Beide Ester weisen auch
|6sungsvermittelnde Eigenschaften auf und werden als Salbenbestandteile verwendet. Bei
der Entwicklung von Mikroemulsionen fungieren sie als lipophile Komponente [59] [147].
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Abb. 6: Strukturformeln von Isopropylmyristat und Isopropylpal mitat
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Olsdure

Olsiure (M, = 282,5) ist eine farblose, 6lige Fliissigkeit, die unléslich in Wasser und leicht
l6slich in Ethanol, Ether u.a Lo&sungsmitteln ist. Bedingt durch die im Molekdl
vorhandene Doppelbindung ist sie oxidationsanfallig. Olsaure gehort zu den Lipiden, die
natUrlicherweise im Stratum corneum vorkommen und kann als Zusatz zu dermalen
Formulierungen penetrationssteigernde Effekte hervorrufen [59] [144]. In den entwickelten
Mikroemulsionen wird sie als Olkomponente eingesetzt.

\/\/\W\/\/\/COOH

Abb. 7: Strukturformel von Olséaure

Propylenglycol

Propylenglycol (PG, 1,2-Propandiol, M, =76,1) ist eine klare, farblose FlUssigkeit, die
unbegrenzt mit Wasser mischbar ist. Pharmazeutisch angewendet wird es vor allem als
Cosolvens, Penetrationsenhancer, Konservierungs- und Feuchthaltemittel in dermalen
Zubereitungen. Zur Toxizitét gibt es sehr viele Untersuchungen mit z. T. unterschiedlichen
Ergebnissen. An Zellkulturen wurden in htheren Konzentrationen cytotoxische Effekte
festgestellt. An Humanhaut konnten nur unter Okklusion und bei Applikation von hohen
Propylenglycolkonzentrationen Irritationen beobachtet werden, so dass die Substanz bel
Anwendung in Ublichen pharmazeutischen Mengen als gut vertraglich einzustufen ist [59].
In der Mikroemulsion bildet Propylenglycol im Gemisch mit Wasser die Grundlage fir die
hydrophile Phase.

Glycerol
Glyceral (1,2,3-Propantriol, M, =92,1) ist ebenfalls farblos und hygroskopisch, weist

jedoch eine viel hohere Viskositét als Propylenglycol auf. ESist in jedem Verhdltnis mit
Wasser und Ethanol, nicht jedoch mit Ether und Fetten mischbar. Aus pharmazeutischer
Sicht sind vor allem die hautpflegenden Eigenschaften hervorzuheben. Sie fuhren zur
Anwendung als Moisturizer bei trockenen Hautzustanden, da Glycerol in der Lage ist, den
flussigkristallinen Zustand der Hautlipide zu stabilisieren [59] [69].

Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO, M,=78,1) ist eine dunnflissige und stark hygroskopische
Substanz, die mit Wasser und verschiedenen organischen Lésungsmitteln mischbar ist. In
der Pharmazie wird DMSO besonders in Salben wegen seiner penetrationssteigernden,
antiphlogistischen und hyperdmisierenden Eigenschaften eingesetzt. Nachtellig ist neben
dem unangenehmen Geruch vor alem das haufige Auftreten von Hautreizungen,
weswegen nur geringe Konzentrationen verwendet werden sollten [59].
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Abb. 8: Strukturformel von Dimethylsulfoxid

Ethanol

Ethanol (M, = 46,1) ist eine klare, farblose Flissigkeit mit charakteristischem Geruch, die
in jedem Verhdtnis mit Wasser und vielen organischen Ldsungsmitteln mischbar ist.
Ethanol ist in der Lage, in dermalen Formulierungen die Permeation von Stoffen durch das
Stratum corneum zu fordern. Wegen seiner antimikrobiellen Eigenschaften kann es in
Konzentrationen tber 60 % zur Desinfektion von Haut und Fl&chen verwendet werden
[59].

Wasser

Fur die Herstellung der Mikroemulsionen wurde ausschliefdlich bidestilliertes Wasser
verwendet, da bereits geringe Mengen von enthaltenen lonen die Ausbildung von
Mikroemul sionsgebi eten beeinflussen kénnen.

4.1.2 Entwicklung von Mikroemulsionen

Im Mittelpunkt der Arbeit steht die Entwicklung einer stabilen O/W-Mikroemulsion zur
spéteren Einarbeitung von Arzneistoffen, die bei einem maximalen Tensidgehalt von 20 %
mindestens 5 % eines pharmazeutischen Oles a'sinnere Phase enthalten soll.

Aus einer Vielzahl von getesteten Emulgatoren wurde als die geeignetste Kombination
eine Mischung aus 2Masseteilen Tween” 80 und 3 Masseteilen Pluronic” L101
ausgewdahlt. Dies entspricht einem molaren Verhdtnis von ca. 2:1, das hellét statistisch
betrachtet wechseln sich in der Phasengrenzschicht der Mikroemulsion zwei Tween-
Molekile mit einem der relativ grofRen Pluronic-Molekile ab. Mit dieser Emulgator-
kombination wurde im Phasendiagramm das grofite Mikroemulsionsgebiet im
gewlnschten O/W-Bereich erhalten. Voraussetzung dafir ist die Anwesenheit eines
Mindestanteils an Wasser und PG zur Ausbildung der aul3eren Phase, eine der beiden
Komponenten ist zur Mikroemulsionsbildung nicht ausreichend. Als pharmazeutisches Ol
erwies sich IPM als geeignet.

Aus diesen Komponenten wurde auf empirischem Wege eine stabile O/W-Mikroemulsion
entwickelt, die fur diese Arbeit als Grundsystem dient. Sie weist folgende Zusammen-
setzung auf:

Tween” 80/ Pluronic” L101 (23 m/m) 20 %
IPM 5%
Wasser / PG (1:1 m/m) 75 %
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Wahrend die ausgewahlte Emulgatormischung ohne Verénderung ihrer Konzentrations-
verhdltnisse fur alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen verwendet wurde,
lie3 sich die Mikroemulsion durch Veranderungen in der Zusammensetzung der
hydrophilen und der lipophilen Phase modifizieren. So kann IPM der Olphase durch IPP
oder Olsiure ausgetauscht werden, ohne dass sich die Stabilitét der Mikroemulsion
verringert. Eine Modifizierung der wassrigen Phase ist durch Zusatz von Glycerol, DMSO
bzw. Ethanol zur PG-Wasser-Mischung mdglich.

In Verlauf der Arbeiten wurde es notwendig, den nicht mehr verfigbaren Emulgator
Pluronic”’ L101 durch das It. Strukturformel identische Produkt Synperonic” PE L101 zu
ersetzen. Dieser Austausch erwies sich als problematisch, da sich in 0. 9. Zusammen-
setzung keine isotropen, einphasigen Strukturen mehr bildeten. Das Problem konnte durch
eine weitere Modifikation des Grundsystems gelést werden, indem das Verhdtnis
Wasser / PG von 1:1 in 1:2 verandert wurde.

Fur ale Untersuchungen mit Hydrocortison kamen die Mikroemulsionen mit
Pluronic” L101 zum Einsatz, wahrend die lokalanasthetikahaltigen Systeme zunachst
ebenfalls mit diesem Emulgator, spéter mit Synperonic” PE L101 hergestel It wurden.

4.2 Charakterisierung der Mikroemulsionen

4.2.1 Phasendiagramm

Mit den Grundkomponenten des Mikroemulsionssystems wurde nach der in Kap. 8.1.1
beschriebenen Methode ein Phasendiagramm erstellt.

Abb. 9 zeigt die Lage und das Ausmald des einphasigen, isotropen Gebietes. Dessen
Beurtellung erfolgte zundchst nur unter phadnomenologischen Gesichtspunkten. Eine
detailliertere Charakterisierung wurde fur die in den weiteren Untersuchungen
verwendeten Systeme vorgenommen.

Tween® 80/ Pluronic® L101 2:3

10 90
20 80
30

40

V. VAVAVAVAVAVAVAN
H,0/PG 1:1 |PM

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Abb. 9: Phasendiagramm der Grundkomponenten der Mikroemulsion
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Da die Erstellung von Phasendiagrammen eine zeit- und materialaufwendige Methode mit
relativ geringem Aussagewert fur die praktische Anwendung an der Haut darstellt, wurde
in dieser Arbeit darauf verzichtet, komplette Diagramme fir ale modifizierten und
arzneistoffhaltigen Systeme zu erarbeiten. Es wurden lediglich Mischungen mit bis zu
10 % unterschiedlichen Konzentrationen hergestellt und begutachtet, um auszuschlief3en,
dass die verwendeten Zusammensetzungen direkt am Rand des Mikroemulsionsgebietes

liegen.

4.2.2 Polarisationsmikroskopie

Mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie lassen sich anisotrope Eigenschaften klarer,
flissiger Systeme feststellen und somit eine Abgrenzung fllssigkristalliner Phasen von
Mikroemulsionen vornehmen. Dabei wird die zu untersuchende Probe mit linear
polarisiertem Licht durchstrahlt und anschlief?end dessen Verdnderungen mit einem
zweiten Polarisator anaysiert. Die von anisotropen Systemen hervorgerufene
Doppellichtbrechung erzeugt bunte, charakteristische Texturbilder, wahrend das
Betrachtungsfeld des Mikroskops bei Vorliegen isotroper Phasen schwarz erscheint.

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Systeme wurden nach der in Kap. 8.1.2
beschriebenen M ethode pol arisationsmikroskopisch betrachtet und zeigten im untersuchten
Temperaturbereich  keine anisotropen Eigenschaften, so dass das Vorliegen
flissigkristalliner Phasen ausgeschl ossen werden konnte.

4.2.3 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Die Gefrierbruch-Atztechnik ist eine Préparationsmethode, die urspriinglich entwickelt
wurde, um biologische Proben einer el ektronenmikroskopischen Betrachtung unterziehen
zu konnen. Sie stellt jedoch auch fur Systeme wie Mikroemulsionen, die wegen ihres
hohen Wassergehalts einer besonders schonenden Aufarbeitung bedirfen, eine geeignete
Methode dar, zur Strukturaufkl&rung beizutragen.

Wichtig ist vor alem, dass die zu untersuchende Probe sehr schnell, d. h. mit einer
Geschwindigkeit von 10°-10°K/s, eingefroren wird, um ihre native Struktur
beizubehalten. Anschlief3end wird sie im Vakuum aufgebrochen und geétzt. Das bedeutet,
dass es unter den geringen Druckverhdtnissen an den frischen Bruchflachen zur
Sublimation des Eises an der Oberflache kommt, was zur Ausbildung eines
charakteristischen Reliefs fuhrt. Um das elektronenmikroskopisch sichtbar zu machen,
wird durch Bedampfung unter schrdgem Winkel mit Platin und Kohle ein Abdruck der
Oberflache hergestellt. Dieser kann nach Ablésen von der Matrix im
Transmissionsel ektronenmikroskop betrachtet werden. Durch die Schragbeschattung sind
die Platinschichten in Abhangigkeit von der Struktur der Oberflache unterschiedlich dick,
was zu Hell-Dunkel-Kontrasten im Bild fuhrt [90].
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Bereits SCHULMAN nutzte elektronenmikroskopische Verfahren, um die Struktur der von
ihm beschriebenen Mikroemulsionen zu untersuchen. Zur Kontrastgebung wurde
Osmiumtetroxid verwendet, das in der inneren Phase der O/W-Mikroemulsion mit
Doppelbindungen der verwendeten Fettsduren interagiert [184]. Nach EinfUhrung der
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie gewann dieses Verfahren schnell an Bedeutung zur
Charakterisierung von Mikroemulsionen, wobei die Pr8parationstechnik zunehmend
verbessert wurde [87] [213].

Heute stellt die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie ein geeignetes Verfahren dar,
Strukturen von Mikroemulsionen abzubilden. Ein Nachteil der Methode ist, dass nicht die
Probe selbst, sondern stets nur ein Abdruck von ihr betrachtet wird und Artefaktbildungen
bei der Probenpréparation nicht immer ausgeschlossen werden koénnen. Durch zu
langsames Abkuthlen beim Einfrieren kann z. B. Clusterbildung in der Wasserphase
eintreten, was zu Verédnderungen in der nativen Struktur der Systeme und
VolumenvergroRerung fuhrt. Deswegen sollte die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie
nicht as einzige Charakterisierungsmethode einer Mikroemulsion herangezogen werden,
sondern stets in Kombination mit anderen Methoden. SibBLom und FRIBERG gelang die
Aufklérung der Struktur von W/O-Mikroemulsionen durch die Kombination von
elektronenmikroskopischen Ergebnissen mit Daten, die durch Dynamische Lichtstreuung
ermittelt wurden [192].

El ektr onenmikr oskopische Unter suchungen der Mikroemulsionen

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie sollte die Struktur der entwickelten Mikroemulsionen
untersucht und die Gréfsenordnung der Teilchen der dispersen Phase abgeschétzt werden.
Dabel stand die Frage im Mittelpunkt, wie Verdnderungen der Zusammensetzung der
beiden Phasen die Struktur der Systeme beeinflussen. Zunéchst wurde die
Grundmikroemulsion betrachtet und anschlief3end mit einigen ausgewahlten modifizierten
Systemen verglichen. Dabel erfolgten Variationen der dispergierten und der auf3eren Phase,
wobei das Verhdtnis Tensid / Ol / hydrophile Phase mit 20/ 5/ 75 konstant blieb.

Eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Grundmikroemulsion zeigt Abb. 10. Darin
sind deutliche partikuldre Strukturen erkennbar, die wahrscheinlich die von
Tensidmolekilen umgebene Olphase abbilden. Das deutet darauf hin, dass die
Bindungskréfte innerhalb der dispersen Phase stérker ausgeprégt sind as die zum
umgebenden Medium. Es sind sowohl aus der Bruchfléche herausragende als auch
herausgebrochene Partikel erkennbar. Aus der Abbildung wurden fir die
Grundmikroemulsion Tropfchengrofden im Bereich zwischen 15 und 30 nm ermittelt.
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Abb. 10: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Grundmikroemulsion im Mal3stab
1: 154000 (3 mm = ca. 20 nm)

Um den Einfluss der Olkomponente auf die GréRe der Tropfchen der inneren Phase
abzuschétzen, wurde zum Vergleich die 6lfreie mizellare Tensidlésung mit analoger
Zusammensetzung zur Mikroemulsion untersucht. Wie in Abb. 11 sichtbar wird, sind die
gebildeten Partikel mit Durchmessern unter 10nm deutlich kleiner als die der
Mikroemulsion. Das deutet darauf hin, dass sich die Olmolekiile tatsachlich in der inneren
Phase der Mikroemulsion befinden. Die Abnahme der Partikelgréfe resultiert einerseits
daraus, dass das Volumen der inneren Phase um den Olanteil reduziert wird. Andererseits
ist es auch maoglich, dass eine in Abwesenheit von Ol entstehende reine Tensidmizelle aus
weniger Emulgatormolekiilen gebildet wird als ein Tropfchen der Mikroemulsion und sich
folglich mehr und kleinere Partikel bilden.

Abb. 11: Elektronenmikroskopische Aufnahme der mizellaren Tensidldsung im Mal3stab
1: 154000 (3 mm £ ca. 20 nm)
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Abb. 12 zeigt die Darstellung einer modifizierten Mikroemulsion, wie sie fir die
Einarbeitung von Lokalanasthetika verwendet wurde. Dabei lagen Wasser und Propylen-
glycol im Verhaltnis von 1:2 statt 1:1 vor und IPP diente statt IPM al's Olphase. Auch auf
diesem Bild sind deutliche partikulére Strukturen sichtbar, die im gleichen Grél3enbereich
wie die der Grundmikroemulsion liegen. Die Abbildung zeigt keine grof3en Unterschiede
zu Abb. 10, somit scheinen Verénderungen der PG-Wasser-Mischung in der auf3eren Phase
keinen Einfluss auf die Struktur und Teilchengrofie der Tropfchen zu haben.

Abb. 12: Elektronenmikroskopische Aufnahme der modifizierten Mikroemulsion mit
erhdhtem Propylenglycolanteil im Mal3stab 1 : 154000 (3 mm £ ca. 20 nm)

Ein 8hnliches Ergebnis erbrachte eine frihere Untersuchung, die sich mit dem Einfluss von
DMSO auf die Struktur von O/W-Mikroemulsionen beschéftigte. Dabel wurde als auliere
Phase statt Wasser/PG im Verhdltnis 1:1 eine Mischung aus Wasser/PG/DMSO 2:1:1
verwendet. Ein Vergleich der elektronenmikroskopischen Bilder lief3 keine strukturellen
Unterschiede zwischen beiden Systemen erkennen [219].

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die durch Variationen der auf3eren Phase
modifizierten Mikroemulsionen keine veranderte Struktur hinsichtlich der kolloidalen
Phase gegeniiber dem Grundsystem aufweisen.

4.24 Rheologie

Strukturelle Aussagen Uber Mikroemulsionen lassen sich auch aus Messungen der
Viskositét ableiten, da das Fliefdverhalten dieser Systeme durch deren Struktur bestimmt
wird. Als Einflussfaktoren spielen dabel vor allem Art und Menge der verwendeten
Emulgatoren sowie die Zusammensetzung der inneren und auf3eren Phase eine Rolle.

Sphérische Partikel setzen dem Flief3en einen viel geringeren Widerstand entgegen als
lamellare Phasen und fuhren zur Bildung von Systemen mit geringerer Viskositét. Diese
Tatsache kann z.B. bei der Erstellung von Phasendiagrammen zur Abgrenzung der
Mikroemulsionsgebiete von flussigkristallinen Phasen und Gelbereichen herangezogen
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werden. Beim Ubergang von O/W- zu W/O-Systemen steigt die Viskositat zunéchst und
nimmt dann wieder ab. Das lasst sich mit der Bildung lamellarer Strukturen im
Ubergangsbereich erklaren.

PRIMORAC €t al. fuhrten verschiedene Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur und
der Art der verwendeten Emulgatoren auf das rheologische Verhaten von
Mikroemulsionen durch. Dabei stellten sie einen Anstieg der Viskositét mit abnehmendem
HLB-Wert des Tensids fest [156]. Ein ahnliches Ergebnis wurde auch fir die untersuchten
Mikroemulsionsgele beschrieben [195]. Erhdhung der Temperatur fihrte auRer bei einer
Mikroemulsion zu sinkender Viskositdt. Diese Ausnahme wird damit erklért, dass sich
durch Abnahme der Wasserstoffbriickenbindungen bei steigender Temperatur grol3ere
Partikel bilden [155]. Nicht alle der untersuchten Mikroemulsionen wiesen Newtonsches
FlieRverhalten auf, das auf die Existenz spharischer Partikel hindeutet. Auch
pseudopl astische und thixotrope Eigenschaften wurden beobachtet [155] [195].

KTisTIS untersuchte den Einfluss des Volumenanteils der inneren Phase auf die Viskositéat
einer O/W-Mikroemulsion. Dabei stellte er einen Anstieg der Viskositat mit zunehmendem
Olanteil bei konstanter Tensidmenge fest. Die Viskositdt stieg auch mit wachsender
Tensidkonzentration bei gleichem Olgehalt, obwohl die TeilchengroRe dann abnehmen
musste. Aus den Daten konnte er eine Gleichung entwickeln und daraus das Verhdltnis des
Kerns zur umgebenden Hydratationsschicht abschétzen [104].

AYANNAIDES und KTISTIS bestimmten die Viskositdten von Mikroemulsionsgelen mit
verschiedenen Wasser-Glycerol-Mischungen. Dabei fuhrte ein Anstieg des Glycerolgehalts
zu abnehmender Viskositdt des Gesamtsystems. Der Effekt wird damit begrindet, dass
durch den gleichzeitig sinkenden Wassergehalt die Hydratation des Tensids Polysorbat 80
abnimmt [10].

Rheol ogische Messung der Mikroemulsion

Das Hieldverhalten der entwickelten Grundmikroemulsion wurde bei verschiedenen
Scherraten gemessen. Aus den Daten konnte bei 25 °C fur die dynamische Viskositét ein
Wert von 36,045 mPals ermittelt werden.
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Abb. 13: FlielRverhalten der Grundmikroemulsion bei 25 °C
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Aus Abb. 13 wird deutlich, dass sich die Viskositéat bei verschiedenen Scherraten nicht
verdndert, d. h. die Mikroemulsion zeigt Newtonsches Flief3verhalten. Somit konnen
sphérische Partikel vermutet werden. Diese Annahme steht in Ubereinstimmung mit den
Aussagen, die aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Mikroemulsionen
abgeleitet werden konnen.

4.25 DynamischeLichtstreuung

Die Dynamische Laserlichtstreuung (Photonenkorrelationsspektroskopie, PCS) ist eine
haufig angewendete Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten in fltssigen
Medien.

Dabel wird auf die zu untersuchende Probe monochromatisches Licht eingestrahlt. Trifft
ein Photon auf ein Tellchen, kommt es zu ener leichten Frequenzénderung. Da die
Tropfchen in der Mikroemulsion aufgrund der Brownschen Molekularbewegung sténdig
diffundieren, andert sich auch deren Konzentration im untersuchten Probenvolumen
permanent. Das hat zur Folge, dass die gemessenen Streuintensitdten zeitlichen
Schwankungen unterworfen sind. Diese finden um so schneller statt, je grof3er die
Geschwindigkeit der Tellchen in der Probe ist. Die Streulichtintensitéten werden von
einem Photomultiplier detektiert und as Funktion der Zeit gespeichert. Aus dieser
Autokorrelationsfunktion resultiert eine Exponentialfunktion, aus deren Exponenten sich
der Diffusionskoeffizient ermitteln |asst.

Dabei den untersuchten Mikroemulsionen das VVolumen der inneren Phase mit ca. 20-25 %
relativ gro3 ist, treten natlirlich auch Wechselwirkungen zwischen den Partikeln auf, die
die Teilchenbewegung beeinflussen, so dass der ermittelte Wert als ein scheinbarer
Diffusionskoeffizient (Dgyp) betrachtet werden soll. Unter der Annahme, dass es sich um
harte, kugelférmige Teilchen handelt, wurde mit Hilfe der Gleichung:

Dy = D, H1+1,56¢) Gl. (6)
@ Volumenanteil der inneren Phase

eine Umrechnung in den wahren Diffusionskoeffizienten (Do) vorgenommen [37]. Dieser
basiert auf der Vorstellung der wechselwirkungsfreien Bewegung eines einzelnen,
isolierten Teilchens im umgebenden Medium.

Aus Dy kann der hydrodynamische Radius (Ry) eines Mikroemulsionstropfchens mit Hilfe
der Stokes-Einstein-Gleichung ermittelt werden.

_ KT
° 6mrR,

Gl. (7)

K Boltzmann-K onstante
T absolute Temperatur
n Viskositét der duReren Phase
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Der hydrodynamische Radius beschreibt die theoretische GrofRe eines idealisierten,
wechselwirkungsfreien Partikels mit Kugelform [88].

Im Rahmen der Charakterisierung von Mikroemulsionen kann die Dynamische
Lichtstreuung zu Strukturuntersuchungen herangezogen werden. CAZABAT et al.
beschrieben diese Methode bereits Ende der siebziger Jahre als geeignet zur
Teilchengréf3enbestimmung von W/O-Mikroemulsionen [35]. Inzwischen hat sich die
Dynamische Lichtstreuung as Routineverfahren fir die Bestimmung der Partikel grofen
der dispersen Phase etabliert. Sie ist gut geeignet zur Untersuchung von Systemen mit
einem geringen Anteil an innerer Phase. Steigt dieser, nehmen die Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen zu. Damit erhthen sich auch die Fehlermoglichkeiten bei der
Berechnung, da die Anndherung an ideale Verhdltnisse, auf denen die Modellrechnung
basiert, immer geringer wird. Ubersteigt die kleinere Phase der Mikroemulsion einen
Anteil von 30 %, wie bel bikontinuierlichen Systemen, sollte anderen Charakterisierungs-
methoden der V orzug gegeben werden [108].

Die Partikelgrof3e von Mikroemulsionen gestattet eine Aussage Uber die
thermodynamische Stabilitdt der Systeme und kann aus verschiedenen Griinden von
Interesse sein. Bei der Entwicklung und Optimierung von Mikroemulsionen kénnen kleine
Veradnderungen der Zusammensetzung grofde Auswirkungen auf die Tropfchengrol3e der
inneren Phase haben. Deswegen existieren zahlreiche mit Dynamischer Lichtstreuung
durchgefiihrte Studien, die den Einfluss von Variationen in der Zusammensetzung der
Mikroemulsion auf die PartikelgrofRe untersuchen. KALE und ALLEN kamen zu dem
Ergebnis, dass die Teilchen von Brij 96-haltigen Mikroemulsionen mit steigendem Tensid-
Cotensid-Verhdtnis kleiner werden. Das bedeutet, es bilden sich mehr Teilchen, von denen
jedes eine kleinere Olmenge solubilisiert. Dabei ist jedoch eine Mindestmenge an Cotensid
zur Mikroemulsionsbildung notwendig [93].

SAINT RUTH et a. detektierten fur lecithinhatige O/W-Systeme eine Zunahme der
TropfchengrolRe bei steigendem Olgehalt und gleicher Menge der Gbrigen Komponenten.
Wird bei konstantem Volumen an innerer Phase das Verhaltnis Lecithin/Ol verringert,
nimmt die Partikelgrof3e ebenfalls zu, da mit weniger Tensidmolekilen eine grofere
Olmenge solubilisiert werden muss [171].

ATTwooD et a. gelangten bei Untersuchungen mit Statischer Lichtstreuung an
polysorbathaltigen O/W-Mikroemulsionen zu &hnlichen Ergebnissen. Reduktion des
Cotensidanteils im Vergleich zum Tensid fihrte zu kleineren Tropfchen, wahrend die
Partikelgréfze mit steigender Volumenfraktion der dispergierten Phase linear anwuchs [8].
ATTwooD und KTisTIS berechneten anhand von Daten der Statischen Lichtstreuung das
Verhéltnis des Olkerns zur Dicke der Tensidschicht [7].

MULLER und MULLER untersuchten mit Dynamischer Lichtstreuung die Lagerstabilitét von
W/O-Mikroemulsionen aus Paraffin, Wasser, Kaliumoleat und verschiedenen Alkoholen
as Cotensid. Dabei neigten Systeme mit einer Zusammensetzung am Rand des
Mikroemulsionsgebiets eher zur Grofienzunahme der Teilchen durch Koaleszenz als solche
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aus der Mitte der Mikroemulsionsphase. Von den drei getesteten Cotensiden erwies sich
Hexanol als das geeignetste, da sich diese Systeme schneller bilden als bel Verwendung
von Heptanol und stabiler sind als die mit Pentanol. Bei Verwendung von Hexanol
entstand auRerdem mit der geringsten Menge an Cotensd das grofte
Mikroemulsionsgebiet [133] [134].

CONSTANTINIDES und Yiv fuhrten Untersuchungen zur Verdnderung der Tellchengrofie
von W/O-Mikroemulsionen bei Verdinnung mit hydrophilen Medien und unter
verschiedenen  Lagerbedingungen durch. Dabel  bewirkte Verdinnung  der
Mikroemulsionen um den Faktor 100 oder 1000, wie sie nach oraler Gabe unter
physiologischen Bedingungen passiert, unterschiedliche Effekte bei den getesteten Proben.
Es traten sowohl Partikelverkleinerungen, die auf Phasentbergénge zu O/W-
Mikroemulsionen hindeuten, als auch Vergréfzerungen bis hin zur Umwandlung in O/W-
Emulsionen auf. Die Veranderungen erwiesen sich als unabhangig von pH-Wert und
lonenstéarke des Verdinnungsmediums. Sowohl nach 70-té&giger Lagerung as auch nach
Verdinnung wurden keine Unterschiede in der PartikelgrofRe zwischen arzneistofffreien
Mikroemulsionen und solchen, die ein Modellpeptid enthielten, festgestellt [43].

Unter suchungen der Mikroemulsionen mit Dynamischer Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung wurde in dieser Arbeit angewendet, um die
Tropfchenradien der entwickelten Mikroemulsionen abzuschédtzen und um zu untersuchen,
welchen Einflul Veranderungen in der Zusammensetzung der Systeme auf die
Partikel gréf3e austiben.

Um die Viskositdt der dulReren Phase zu bestimmen, die as Berechnungsgrundlage fur die
Auswertung dient, sollte zundchst geklart werden, wie grof3 der molekular geldste Antell
der Tenside ist. Dabei ergaben sich sehr kleine Kritische Mizellbildungskonzentrationen
(CMC) firr beide Emulgatoren. Tween" 80 weist in Wasser eine CMC von 10°M auf
[218]. Fir Pluronic” L101 wurde tensiometrisch ein Wert von 1,08-10° M ermittelt [159].
Da Polysorbate in Propylenglycol zu einem grof3eren Anteil molekular vorliegen als in
reinem Wasser [174], wurde die CMC von Tween” 80 auch in der verwendeten PG-
Wasser-Mischung 1:1 untersucht. Der ermittelte Wert von 5,17-10° M liegt jedoch um
weniger als eine Zehnerpotenz Uber der CMC fir reines Wasser [159]. Diese geringen
Anteille an molekularem Tensid haben keinen Einfluss auf die Viskositét des &uferen
Phase. Deshalb konnten fir die Auswertung der Lichtstreudaten die Viskositéten der reinen
Wasser-PG-Mischungen zugrunde gelegt werden. Thre Messung wurde analog zu der der
Mikroemulsion durchgefihrt, wie in Kap. 8.1.4 beschrieben.

Mit Dynamischer Lichtstreuung erfolgte zundchst eine Messung der Grundmikroemulsion
nach der in Kap. 8.1.5 erlauterten Methode. Uberraschenderweise traten als Ergebnis zwei
deutlich voneinander abweichende Diffusionskoeffizienten auf, aus denen sich zwel
TropfchengrofRen ermitteln lief3en.
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Tab. 1: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Diffusionskoeffizienten der Grundmikroemulsion und

daraus abgel eitete Ergebnisse
Diffusionskoeffizient 3,84-10° cm’/s 5,92:10° cm?/s
Partikelradius 9,48 nm 61,60 nm
Zahlenméaldiger Antell 92,9 % 7,1%
Massenmaldiger Antell 69,4 % 30,6 %

Nach Berechnung der Partikelgrof3e aus den Diffusionskoeffizienten weisen, wiein Tab. 1
ersichtlich, ca. 93 % der Partikel einen Radius von 9,5 nm auf, was einem Massenanteil
von ca. 70 % entspricht. Aus dem zweiten, kleineren ermittelten Diffusionskoeffizienten
resultiert nach der Beziehung von Stokes-Einstein fur die Ubrigen Teilchen en
Partikelradius von Uber 60 nm. Dieses Resultat steht jedoch im Widerspruch zu den
Ergebnissen der el ektronenmikroskopischen Untersuchung. Wahrend die aus dem gréf3eren
Diffusionskoeffizienten ermittelte Partikelgrof’e gut mit den Tropfchen in Abb. 10
korreliert, lassen sich aus den elektronenmikroskopischen Bildern keinerlei Anhaltspunkte
fUr die Existenz der grofien Partikel ableiten. Deshalb wurde geschlussfolgert, dass der
kleinere Diffusionskoeffizient daraus resultiert, dass sich mehrere kleine Partikel in
aggregierter Form gemeinsam in der Probe bewegen. Diese Interpretation ist aufgrund des
mit 25 % relativ grof3en Antells an innerer Phase sehr wahrscheinlich. Derartige kollektive
Diffusionskoeffizienten wurden in der Literatur auch von anderen Autoren beschrieben
[48] [134]. Alle folgenden Betrachtungen berticksichtigen deshalb nur die grofReren
Diffusionskoeffizienten, die dem Hauptanteil der detektierten Partikel zuzuordnen sind.
Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, wie sich Veradnderungen der
dispergierten Phase auf die Teilchengrél3e auswirken. Dazu erfolgte die Untersuchung von
zwei weiteren Mikroemulsionen mit IPP und Olsiure als lipophiler Phase sowie der
Olfreien mizellaren Tensidiosung mit den gleichen Komponenten. Die Ergebnisse sind in
Tab. 2 dargestellt. Wie erwartet bilden sich in der mizellaren Losung der Tenside ohne
Olzusatz kleinere Teilchen als in der Mikroemulsion. Die ermittelten Radien korrelieren
ebenfalls mit den aus den elektronenmikroskopischen Bildern abgeschétzten Partikel-
grofRen. Kein Unterschied ist zwischen den Radien der Mikroemulsion mit IPM und IPP als
Olkomponente erkennbar, wahrend das 6lsiurehaltige System geringfiigig groRere Partikel
aufweist.

Dieser Vergleich erfolgte auch fur die Mikroemulsionen, die unter Verwendung des
Emulgators Synperonic” PEL101 und mit dem geringeren Wasser-PG-Verhaltnis
hergestellt wurden. Dabel ergaben sich tendenziell gleiche Resultate. IPM und I1PP bilden
etwa gleich grof3e Partikel. Diese sind gréf3er als die der reinen Tensidlésung und kleiner
als die des olsaurehaltigen Systems. Wahrscheinlich nimmt die Olsiure aufgrund ihrer
gewinkelten Struktur ein gréf3eres Volumen ein.
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Tab. 2: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Partikelradien von Mikroemulsionen mit verschiedenen
lipophilen Phasen (x + SD, n=5)

Teilchenradien der Partikel (nm) in Systemen der

Zusammensetzung
ohne Ol IPM IPP Olsaure
Pluronic” L101/ Tween 80
Wasser/PG 1:1 6,14+0,19 | 948+0,14 | 921+0,18 | 10,86+ 0,18

Synperonic” PE L101/ Tween 80
Wasser/PG 1:2

Aus dem Vergleich zwischen den Mikroemulsionen mit Pluronic” L101 und Syn-
peronic” PE L101 l&sst sich keine Tendenz zu GroRenunterschieden ableiten. Wahrend die
Teilchen der IPM- und IPP-haltigen Systeme durch Austausch des Emulgators geringflgig
kleiner werden, nimmt die GroRe der Olsauretropfchen leicht zu.

Da der Unterschied zwischen beiden Systemen nicht nur im Emulgator sondern auch im
veranderten Wasser-PG-Verhdtnis besteht, ist im Folgenden die Frage zu kléren, ob die
Zusammensetzung der &ul3eren Phase die Partikelgrofe beeinflusst. Dazu wurden jewells
20 % des Tensidgemisches in verschiedenen Wasser-PG-Mischungen solubilisiert. Ein
direkter Vergleich mit Mikroemulsionen war nicht mdglich, da sich bei Anwesenheit von
Ol nicht mit allen Wasser-PG-Verhdtnissen isotrope Systeme bilden. Abb. 14 zeigt die
graphische Darstellung der Tellchenradien der mizellaren Tensidlésung in Abhangigkeit
vom Wasser- und Propylenglycolgehalt der auf3eren Phase.
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Abb. 14: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Teilchenradien der mizellaren Tensidldsung
in Abhangigkeit vom Wasser- und Propylenglycolgehalt der dulReren Phase (x + SD, n=5)

Darin wird deutlich, dass sich die Tropfchengréf3en der inneren Phase bei einem Propylen-
glycolanteil Uber 30 % nicht signifikant unterscheiden. GroRere Partikel bilden sich
lediglich in reinem Wasser. Da die in dieser Arbeit verwendeten Mikroemulsionen ale
einen Propylenglycolgehalt von tber 30 % aufweisen, kann davon ausgegangen werden,

569+0,38 | 849+0,14 | 852+0,11 | 12,09 + 0,64
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dass dessen Konzentration in der auleren Phase keinen Einfluss auf die Teilchengrof3e der
inneren Phase ausilbt. Auch dieses Ergebnis zeigt gute Ubereinstimmung mit den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen Abb. 10 und Abb. 12, bei denen ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den Mikroemulsionen mit verschiedenen Propylenglycolanteilen
sichtbar wurden.

Einen anderen Untersuchungsparameter stellte die Tropfchengrof3e in Abhangigkeit vom
Olgehalt der Mikroemulsionen dar. Bei einer konstanten Tensidmenge von 20 % lieRen
sich bis zu 8 % IPP in das System einarbeiten. Hohere Olkonzentrationen ergaben keine
isotropen Systeme mehr, es traten Phasentrennungen auf. Deshalb wurden die Lichtstreu-
messungen mit Mikroemulsionen durchgefihrt, deren IPP-Gehalt im Bereich zwischen O
und 8 % lag. Die Ergebnisse sind in Abb. 15 dargestellt. Erwartungsgemald fihrte eine
Erhohung des Olgehalts zu einer GroRenzunahme der Tropfchen der inneren Phase, da
mehr Olmolekiile von der gleichen Emulgatormenge solubilisiert werden miissen. Das
steht in Ubereinstimmung mit bereits beschriebenen Ergebnissen anderer Autoren
[8] [171]. Die Zunahme der Partikelradien zeigt im untersuchten Bereich einen linearen
Trend.
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Abb. 15: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Partikelradien
der Mikroemulsion in Abhéngigkeit vom |PP-Gehalt (x + SD, n=5)

Von Interesse war auch das Verhalten der Mikroemulsion bel Verdiinnung mit der &uferen
Phase. Wie in Abb. 16 ersichtlich ist, nimmt die Teilchengrof3e mit abnehmendem Anteil
des Volumens an innerer Phase leicht zu. Dieser Effekt kann damit begriindet werden, dass
bei groRerem Anteil an wassriger Phase und konstanter CMC mehr Tensidmolekile
einzeln gelost vorliegen. Somit stehen weniger von ihnen zur Solubilisierung der Olphase
zur Verfugung, folglich bilden sich grof3ere Tropfchen.

Im untersuchten Bereich, zwischen 10 und 20% Antell innerer Phase, ist die
Grolenanderung der Partikel relativ gering. Bel Verdinnung der Grundmikroemulsion mit
10 Teilen dul3erer Phase ist bereits mit blof3em Auge eine schwache Opal eszenz erkennbar.
Trotzdem ist dieses System thermodynamisch stabil, nach 6 Monaten Lagerung trat keine
Phasenseparation auf.
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Abb. 16: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Partikelradien
der Mikroemulsion bei Verdinnung mit duRerer Phase (x + SD, n=5)

Eine Zunahme der Tellchengréf3e von Mikroemulsionen nach Verdinnung ist auch von
anderen Autoren beschrieben worden, wobei z. T. bereits zehnfache Verdinnung zur
Umwandlung in Emulsionen fuhrt [43] [206].

4.2.6 Stabilitatstestung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mikroemulsionen wurden mindestens ein Jahr lang
luftdicht verschlossen aufbewahrt und anschlief3end einer erneuten Begutachtung auf
optische Transparenz unterzogen. Bei keinem der Systeme traten, z. T. auch nach langerer
Lagerung, Anzeichen von Instabilitét wie Tribungserscheinungen oder Phasentrennungen
auf. Die entwickelten Mikroemulsionen konnen somit as thermodynamisch stabil
betrachtet werden.

4.2.7 Zusammenfassung der Charakterisierungsergebnisse

Nach Auswertung der Ergebnisse verschiedener Charakterisierungsmethoden lassen sich
die entwickelten Vehike asisotrope, thermodynamisch stabile Systeme einstufen.

Die Existenz sphérischer Partikel kann nach Auswertung der elektronenmikroskopischen
Aufnahmen und dem Nachwels des idealviskosen Flief3verhaltens mit Hilfe rheologischer
Messungen angenommen werden. Nach tbereinstimmenden Ergebnissen aus elektronen-
mikroskopischen und Lichtstreuuntersuchungen besitzen die Teilchen der dispergierten
Phase der Mikroemulsion einen Durchmesser von ca. 20 nm. Diese Grofie wird weder
durch die Verwendung anderer pharmazeutischer Ole noch durch die untersuchten
Modifikationen der hydrophilen Phase nennenswert beeinflusst. Eine Senkung des
Olgehalts bis hin zum Vorliegen reiner Tensididsungen fiihrt jedoch zur Abnahme der
Teilchengrolie.

Die prozentude Zusammensetzung der Systeme lasst auf die Existenz von
O/W-Mikroemulsionen schlief3en.
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5 Hydrocortisonhaltige Systeme

5.1 Einarbeitung von Hydrocortison in Mikroemulsionen

Fur die Untersuchungen zum Arzneistofftransport aus Mikroemulsionen in die Haut wurde
Hydrocortison al's Modellarzneistoff ausgewahlt. Dazu musste das Glucocorticoid zunachst
in einer anwendungsrelevanten Konzentration in das System eingearbeitet werden.
Voraussetzung dafir war die Bestimmung einiger physikochemischer Charakteristika wie
Verteilungskoeffizient und Séttigungsloslichkeiten in den verwendeten Komponenten.
Diese Daten ermoglichen eine Beurteilung des Verhaltens von Hydrocortison in der
Mikroemulsion.

5.1.1 Hydrocortison als Modellar zneistoff

Hydrocortison (Cortisol, M,=362,5) ist ein koérpereigenes Hormon, das in der
Nebennierenrinde gebildet wird. Es besitzt glucocorticoide sowie mineralocorticoide
Eigenschaften und spielt im menschlichen Stoffwechsel eine zentrale Rolle. Nach
Aufnahme in die Zelle bindet es an zytoplasmatische Steroidrezeptoren und induziert nach
Transport dieses Komplexes in den Zellkern die Biosynthese spezifischer Proteine, die die
Auslosung verschiedener Stoffwechsel-Reaktionen hervorrufen. Therapeutisch  wird
Hydrocortison wegen seiner antiphlogistischen, immunsuppressiven und antiproliferativen
Wirkungen angewendet. Die Applikation kann je nach gewtnschtem Effekt systemisch
oder lokal an der Haut erfolgen. Bei der dermalen Anwendung sind Arzneistoff-
konzentrationen zwischen 0,1 und 1 % ublich [49] [126] [135].

CH,OH
0

HO "-OH

O

Abb. 17: Strukturformel von Hydrocortison

Hydrocortison ist kaum wasserloslich und besitzt unter den Steroiden die geringste
Lipophilie. Nach Applikation mit Hilfe klassischer Salbengrundlagen kann es die Barriere
des Stratum corneum nur sehr schlecht Uberwinden. In dieser Arbeit wurde Hydrocortison
als Modedllarzneistoff verwendet, um die Eignung von Mikroemulsionen als mogliche
potentere Vehikel fir die dermale Therapie zu untersuchen.
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5.1.2 Vertellungskoeffizient

Die Bestimmung des Oktanol-Wasser-V erteilungskoeffizienten (Vk) von Hydrocortison
ergab bei Durchfuhrung nach der in Kap. 8.2.1 beschriebenen Methode ein Ergebnis von
Vk = 32,8 bzw. log Vk = 1,51. Dieser Wert zeigt gute Ubereinstimmung mit Literaturdaten
[77]. Der Stoff weist somit eine mal3ige Lipophilie auf.

LubwiG bestimmte Verteillungskoeffizienten zwischen IPM as lipophiler Phase und
Wasser, Propylenglycol bzw. einer Wasser-PG-Mischung. Dabel zeigte Hydrocortison
deutlich weniger Affinitét zu IPM als zu Oktanol. Aul3erdem wurde festgestellt, dass die
Werte mit steigendem Gehalt an Propylenglycol abnahmen, d. h. Hydrocortison verteilte
sich dann stérker in die hydrophile Phase [119].

5.1.3 Sattigungsoslichkeiten

Um zu ermitteln, in welcher Menge sich Hydrocortison in die entwickelten
Mikroemulsionen inkorporieren l&sst, wurden seine Sattigungsldslichkeiten in den
Einzelkomponenten (Tab. 3) sowie im Gesamtsystem Mikroemulsion (Tab. 4) untersucht.
Von den drei getesteten lipophilen Komponenten wies Olsiure die beste Loslichkeit fir
Hydrocortison auf. In PP |6ste sich am wenigsten, wobel sich nur eine geringe Differenz
zu IPM ergab. Jedoch liegen alle drei Ergebnisse noch unter dem Wert fur die
Wasserlodlichkeit, der in der Literatur als sehr gering bezeichnet wird [147]. Als Ausweg
kann bei diesem Problem der Zusatz von Propylenglycol angesehen werden. So 6st sich in
einer 1:1 Wasser-PG-Mischung etwa die 8-fache und in reinem Propylenglycol die
40-fache Menge Hydrocortison verglichen mit Wasser.

Tab. 3: Sattigungslslichkeiten von Hydrocortison (x + SD, n=9)

Testmedien Séttigungsl slichkeit (mg/ml)
IPM 0,227 +£ 0,013
PP 0,192 + 0,008
Olsaure 0,325 + 0,061
Wasser 0,371+ 0,018
Wasser-PG 1:1 2,932 + 0,108
PG 14,666 + 0,265

In ener weiteren Untersuchung wurde die Séttigungsloslichkeit in  fertigen
Mikroemulsionen in gleicher Weise bestimmt (Tab. 4). Dabel wies das 0Olsdurehaltige
System (ME-OA) das beste Ergebnis auf. Es konnte von den getesteten Vehikeln die
grofite Arzneistoffmenge solubilisieren. Auffdlig ist, dass die Ldodlichkeit in der
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Mikroemulsion fast viermal so hoch ist wie der Wert, der sich durch anteilmaldige Addition
der Lodlichkeiten in der hydrophilen und lipophilen Phase ergibt. Scheinbar resultiert
dieser Zugewinn an Solubilisierungskapazitét aus dem relativ hohen Tensidanteil von
20 %, denn auch bei der IPM- und IPP-hatigen Mikroemulsion lésst sich gleiches
Verhalten beobachten. Dafur Uberraschen die deutlichen Differenzen zwischen den
Lodlichkeiten in den einzelnen Mikroemulsionen, die sich lediglich in der Natur der
5 %igen Olphase unterscheiden. Das deutet darauf hin, dass nicht der Tensidgehalt allein,
sondern das komplexe Zusammenspiel der Komponenten der Mikroemulsion fir deren
hervorragende Solubilisierungsei genschaften verantwortlich ist.

Die vorgenommenen Variationen der auf3eren Phase fuhrten zu einer Verringerung der
Konzentration an Hydrocortison im Gesamtsystem. Die Abnahme der Léslichkeit bei
Erhohung des Wasser-PG-Verhdltnisses auf 2:1 lield sich nach den in Tab. 3 enthaltenen
Ergebnissen bereits vermuten. Auch der Zusatz von Glycerol zur wéassrigen Phase hat
geringere Séttigungskonzentrationen zur Folge.

Tab. 4: Sittigungsl 6slichkeiten von Hydrocortison in verschiedenen Mikroemulsionen (x + SD, n=9)

Komponenten der Mikroemulsion Abk. Séttigungsl 6slichkeit
Olphase (5 %) hydrophile Phase (75 %) (mg/ml)
IPM Wasser/PG 1:1 ME-IPM 5,407 + 0,057
IPP Wasser/PG 1:1 4,629 + 0,289
Olsdure Wasser/PG 1:1 ME-OA 7,956 + 0,743
IPM Wasser/PG/Glycerol 1:1:1 ME-Gly 3,673+ 0,281
IPP Wasser/PG 2:1 2,795+ 0,143

Drei dieser Mikroemulsionen sollten zu weiterfihrenden Untersuchungen wie der
Durchfihrung von Liberationstestungen dienen. Dazu wurden neben dem IPM-haltigen
Standardsystem (ME-1PM) die wegen der héchsten Solubilisierungskapazitét pradestinierte
Olsaurehaltige ME-OA und die mit glycerol-modifizierter hydrophiler Phase ME-Gly
ausgewahlt.

5.2 Untersuchungen zur Liberation von Hydrocortison

Mit Hilfe von In-vitro-Liberationsuntersuchungen lassen sich Wechselwirkungen zwischen
Arzneistoff und Grundlage unbeeinflusst von moglichen Hauteffekten quantifizieren. Bei
der Entwicklung von Vehikelsystemen sind diese Ergebnisse ein sehr wichtiges Kriterium
zur Beurteilung der Qualitdt einer Formulierung, denn die Freisetzung aus der Arzneiform
darf bel der Therapie nicht zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt werden.
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5.2.1 Das M ehrschichtmembranmodédll

Zur Testung der In-vitro-Liberation von Hydrocortison aus den Mikroemulsionen fand das
Mehrschichtmembranmodell (MSMM) Verwendung, dessen Aufbau in Kap. 85
beschrieben ist. Im Unterschied zu anderen Freisetzungsmodellen muss der Arzneistoff
nicht durch eine Membran in einen fliissigen Akzeptor diffundieren, sondern die Membran
selbst fungiert als Aufnahmemedium. Sie besteht aus Collodium als Matrix, in die der vom
jewells untersuchten Arzneistoff abhangige Akzeptor eingelagert ist. Fir Hydrocortison
wurde aufgrund seiner Lipophilie Dodecanol verwendet. Zur Untersuchung hydrophiler
Arzneistoffe ist Glycerol as Akzeptor zu bevorzugen. Die Kombination mehrerer
Ubereinandergeschichteter Membranen gestattet eine stérkere Differenzierung und somit
die Erfassung eines Konzentrationsprofils innerhalb des Modells. Damit wird eine bessere
Anndherung an reale Hautverhédtnisse erhalten. Die Durchfihrung der Testungen unter
Finite-dose-Bedingungen ermoglicht Aussagen zum Verhaten des Arzneistoffs bei
Applikation der Formulierung in Kklinisch relevanten Dosierungen von 2-3 mg/cm?
Hautfl&che.

PISTORIUS untersuchte, inwiefern das MSMM zur Testung der Freisetzung von
Arzneistoffen aus Mikroemulsionen geeignet ist [153]. Als Vergleich dazu diente ein
Liberationsmodell mit wassrigem Akzeptor, der durch eine Membran von der
Formulierung abgegrenzt ist. Dabel waren bereits innerhalb von 1 min nach Auftragen der
Mikroemulsion auf die Membran Tribungserscheinungen zu beobachten. Diese lassen sich
mit der Aufnahme von Wasser begriinden, das aus dem Akzeptor durch die Membran
diffundiert. Die resultierende Verschiebung der Phasenlage kann dazu fuhren, dass sich
keine Mikroemulsionen mehr bilden. Da die entstehenden zweiphasigen Systeme
wahrscheinlich andere Liberationseigenschaften aufweisen, kann mit diesem Modell eine
korrekte Untersuchung der Freisetzung aus Mikroemulsionen nicht vorgenommen werden.

Dagegen zeigten die im MSMM applizierten Mikroemulsionen optisch keine
Veranderungen. Die von PISTORIUS bei der Untersuchung von W/O-Mikroemulsionen
verwendete wassergetrankte Nephrophanmembran zur Abgrenzung von Formulierung und
Akzeptor erwies sich bel der Testung von O/W-Mikroemulsionen as unndtig. Die
Applikation konnte direkt auf die oberste Dodecanolmembran erfolgen. Damit war auch
ein unmittelbarer Vergleich der Ergebnisse der Mikroemulsionen mit denen der
klassischen V ehikel systeme moglich.

Berechnung der nétigen Membrananzahl

Eine wichtige Voraussetzung zum Erreichen optimaler Liberationsergebnisse ist das
Vorliegen von Snk-Bedingungen. Um das zu gewéhrleisten, kann die Art und Anzahl der
verwendeten Membranen in Abhangigkeit von der Loslichkeit des jeweiligen Arzneistoffs
variiert werden.

Fur Hydrocortison ergibt sich auf der Basis der bei 32 °C ermittelten Séttigungsl 6slichkeit
von 3,44 mg/ml fur eine 2 %ige Dodecanolmembran eine maximale Aufnahmekapazitat
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von 55,25 ug Arzneistoff. Folglich waren nach Applikation von 10 mg einer 0,5 %igen
Formulierung fur die Gewéhrleistung von Snk-Bedingungen mit einer maximalen
Akzeptorbelegung von 10% theoretisch 9 Membranen nétig. Durch Erhéhung des
Dodecanol gehalts der Membran auf 4 % konnte diese Anzahl auf 4,5 gesenkt werden. Ein
weiterer Anstieg der Dodecanolmenge stofdt auf herstellungsbedingte Schwierigkeiten.
Nach BENDAS ist eine Steigerung der Aufnahmekapazitét fur Arzneistoffe durch erhohte
Membrananzahl jedoch nur bis zu einer Akzeptorerweiterung auf drei Membranen
maoglich, bei htherer Anzahl waren keine Unterschiede hinsichtlich der Gesamtliberation
mehr feststellbar [16]. KNORST kam bei Untersuchungen zur Harnstoffliberation zu dem
gleichen Ergebnis [99]. Deswegen wurden fir die folgenden Untersuchungen zur
Liberation von Hydrocortison drei Dodecanolmembranen verwendet. Das entspricht bei
0,5 %igen Vehikeln einer Akzeptorauslastung von 15 % fir den Fall einer vollstandigen
Freisetzung. Fur die zum Vergleich getesteten klassischen Vehikel mit 1 % Hydrocortison
resultiert eine Akzeptorbelegung von maximal 30%. Im Hinblick auf erfolgreich
durchgefuihrte frihere Liberationsuntersuchungen mit hoherer Akzeptorauslastung stellt
diese Variante einen vertretbaren Kompromiss zwischen theoretisch N&étigem und
praktisch Moglichem dar.

5.2.2 Freisetzung aus Mikroemulsionen

Die Testung der In-vitro-Liberation von Hydrocortison erfolgte aus den drei anhand von
Loslichkeitsuntersuchungen in Kap. 5.1.3 ausgewdahlten Mikroemulsionen nach der in
Kap. 8.5 beschriebenen Methode. In das IPM-haltige Standardsystem ME-IPM wurde der
Arzneistoff in einer Konzentration von 0,5% eingearbeitet. Dieser Gehalt liegt nur
geringfugig unter der in Tab. 4 beschriebenen Séttigungskonzentration. Deswegen kann
von einer hohen thermodynamischen Aktivitét des Arzneistoffs im Vehikel ausgegangen
werden. Auferdem liegt dieser Gehalt im Klinisch relevanten Konzentrationsbereich. Auch
die zweite ausgewahlte Mikroemulsion ME-OA, die statt IPM als lipophile Phase Olsiure
enthdt, wurde auf einen Hydrocortisongehalt von 0,5 % eingestellt. Das dritte untersuchte
System ME-Gly mit einer Mischung aus gleichen Anteilen Wasser, PG und Glycerol as
aulRere Phase kann nach den in Tab. 4 dargestellten Ergebnissen weniger Hydrocortison
solubilisieren, so dass der Arzneistoff in einer Konzentration von 0,35 % inkorporiert
wurde. Diese liegt ebenfalls nur gering unter der Séttigungsl 6slichkeit.

In Abb. 18 sind die Ergebnisse der Liberation von Hydrocortison aus diesen drei
Mikroemulsionen dargestellt. Darin wird deutlich, dass die Menge des freigesetzten
Arzneistoffs aus ME-IPM bis zu 100 min nach Applikation ansteigt. Dann sind ca. 90 %
aus dem Vehikel diffundiert, ein Antell, der auch bei langerer Versuchsdauer nicht mehr
gesteigert werden kann. Die beiden modifizierten Systeme ME-OA und ME-Gly erreichen
bereits nach 30 min ihr Liberationsmaximum bei einem freigesetzten Hydrocortisonanteil
zwischen 75 und 80% der applizierten Dosis. Beide Mikroemulsionen zeigen
vergleichbare prozentuale Freisetzungsraten. Das bedeutet jedoch, dass aus ME-Gly
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aufgrund der niedrigeren Ausgangskonzentration eine geringere Hydrocortisonmenge as
aus ME-OA verfugbar ist. Im Vergleich zu ME-IPM weist ME-Gly sowohl inital a's auch
nach langeren Versuchszeiten schlechtere Liberationsergebnisse auf. Nach 100 und
300 min wird aus ME-IPM auch signifikant mehr Wirkstoff als aus ME-OA freigesetzt.
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Abb. 18: Liberation vom Hydrocortison aus der Grundmikroemulsion ME-IPM und zwei
modifizierten Systemen (x + SD, n=5), * signifikant gegeniilber ME-IPM, p < 0,05)

Obwohl bei den drel untersuchten Mikroemulsionen zwischen dem Standardsystem mit der
hochsten Liberationsrate und dem mit Glycerol modifizierten Vehikel, das die geringste
Arzneistoffmenge freisetzt, eine gewisse Differenzierung vorgenommen werden kann, sind
die Liberationsergebnisse aler drei getesteten Formulierungen als sehr gut zu bewerten.
Ein Grund daflr ist in der hohen thermodynamischen Aktivitét der Systeme zu sehen. ME-
IPM und ME-Gly sind anndhernd mit Hydrocortison geséttigt. Moglicherweise schneidet
ME-OA, dessen Solubilisierungskapazitdt nur zu etwa 60 % ausgel astet ist, deswegen bel
den langeren Versuchszeiten schlechter ab a's ME-IPM.

Wegen der limitierten Moglichkeiten zur Durchfihrung von Penetrationsversuchen an
exzidierter Humanhaut musste exemplarisch eines dieser drei Systeme fir die
vergleichenden Untersuchungen mit klassischen Salbengrundlagen ausgewahit werden.
Ausschlaggebend fur die Entscheidung zugunsten des Systems ME-IPM waren letztlich
dessen Uberzeugende Liberationsergebnisse.

5.2.3 Freisetzung aus kommerziellen Produkten

Neben diesen drei Mikroemulsionen wurden zum Vergleich auch vier kommerziell
erhdltliche Produkte hinsichtlich ihrer Hydrocortisonfreisetzung getestet. Dabei erfolgte
eine gezielte Auswahl von Prdparaten mit sehr guter therapeutischer Wirksamkeit. Alle
sind zugleich harnstoffhaltig, was einen penetrationssteigernden Effekt fur Hydrocortison
mit sich bringt (siehe Kap. 2.4).
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Hydrodexan" ist eine abwaschbare Creme mit geringem Wassergehalt und Hydrodexan" S
eine wasserfreie Salbe auf der Basis von Vaseline. Beide enthaten 1 % Hydrocortison und
10% Harnstoff as wirksame Bestandteile. Calmurid” HC als Vertreter der O/W-
Emulsionen verfigt neben diesen beiden Komponenten in gleicher Menge zusétzlich Gber
einen Gehalt von 5 % Milchssure. Die Creme Nubral® 4 HC, ebenfalls vom O/W-Typ, ist
mit 0,5 % Hydrocortison am niedrigsten konzentriert. Auf3erdem sind 4 % Harnstoff und
4 % Natriumchlorid enthalten, die einen synergistischen Effekt hinsichtlich der Erhéhung
der Wasserbindungskapazitdt der Haut ausiiben. Diese Creme l&sst sich aufgrund der
gleichen Dosierung am besten mit den untersuchten Mikroemulsionen vergleichen.

Abb. 19 zeigt die Ergebnisse der Liberationsuntersuchungen dieser vier Praparate.
Hydrodexan™ S weist bereits 30 min nach Applikation eine Hydrocortisonfreisetzung von
Uber 70 % der applizierten Dosis auf. Dieser Wert ist sehr hoch und steigt auch nach
langerer Versuchsdauer nicht mehr signifikant an. Im Gegensatz dazu zeigt Hydrodexan”
eine deutlich verzogerte Liberation. Nach 30 min sind weniger as 50 % Arzneistoff
freigesetzt. Dafur steigen die Werte Uber die gesamte Versuchsdauer an, so dass nach
300 min ca. 95% des Hydrocortisons aus dem Vehikel diffundiert sind. Ahnliches
Verhalten wurde fir Calmurid” HC festgestellt. Auch bei dieser Creme steigt die
Freisetzung Uber den gesamten Versuchszeitraum an, wobei anfanglich hthere Werte
erreicht werden. Nubral™ 4 HC zeigt ghnliches Liberationsverhalten wie Hydrodexan" S.
Bereits nach 30 min ist mit Uber 80 % fast die gesamte verfligbare Arzneistoffmenge
freigesetzt.
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Abb. 19: Liberation von Hydrocortison aus vier kommerziellen Préaparaten (x = SD, n=5)
* signifikant gegeniiber Hydrodexan® S, Calmurid® HC und Nubral® 4 HC, p < 0,05
** gignifikant gegentiber Hydrodexan®, Calmurid® HC und Nubral® 4 HC, p < 0,05
*** ggnifikant gegentber Calmurid® HC und Nubral® 4 HC, p < 0,05
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Ein Vergleich der vier Praparate untereinander zeigt nach 30 min eine signifikant
schlechtere Hydrocortisonfreisetzung aus Hydrodexan™ as aus den drei anderen Vehikeln.
Doch bereits nach 100 min prasentiert sich ein anderes Bild, dann weist Hydrodexan~ S
den geringsten Wert der vier Formulierungen auf. Nach einer Gesamtversuchszeit von
300 min sind aus Hydrodexan” und Calmurid” HC die signifikant groften Mengen
Arzneistoff freigesetzt worden.

Eine verallgemeinernde Aussage zum Verhalten von Hydrocortison in lipophilen und
hydrophilen Grundlagen lasst sich aus diesen Ergebnissen nicht ableiten. Die beiden
O/W-Cremes Calmurid” HC und Nubra” 4 HC differieren leicht hinsichtlich des
zeitlichen Verlaufes der Arzneistofffreisetzung. Gréfere Unterschiede diesbeziiglich lassen
sich zwischen den beiden lipophileren Grundlagen, der Creme Hydrodexan™ und der Salbe
Hydrodexan™ S, feststellen.

Bei diesem Vergleich muss jedoch beriicksichtigt werden, dass Nubral” 4 HC nur die
halbe Arzneistoffkonzentration der anderen Prdparate besitzt. Das bedeutet, dass bel
gleicher prozentualer Freisetzungsrate und gleicher applizierter Menge die zur Verfligung
stehende Hydrocortisonkonzentration um die Hélfte geringer ausfallt.

Zusammenfassend kann eingeschétzt werden, dass alle vier getesteten Préparate Uber gute
bis sehr gute Freisetzungsei genschaften verfigen. Folglich kann bei allen Formulierungen
vorausgesetzt werden, dass die Liberation des Arzneistoffs nicht den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Penetration darstellt.

Bel der Auswahl von zwe der vier Prgparate fur welterfUhrende Penetrations-
untersuchungen wurde von den beiden O/W-Cremes aufgrund der besser mit der
Mikroemulsion vergleichbaren Hydrocortisonkonzentration Nubral® 4 HC ausgewahlt.
Auch die anfanglich hdhere Arzneistofffreisetzung, die von grof3erer praktischer Relevanz
ist as der 300 min-Wert, spricht fur diese Formulierung. Von den beiden lipophilen
Grundlagen fiel die Wahl auf die wasserfreie Salbe Hydrodexan® S, die der Creme
Hydrodexan® hinsichtlich der initialen Arzneistofffreisetzung deutlich tiberlegen ist.

5.3 Untersuchungen zur Penetration von Hydrocortison in exzidierte
Humanhaut

5.3.1 DieDiffusionszelle nach FRANZ

Die Penetrationsuntersuchungen an exzidierter Humanhaut erfolgten nach der in Kap. 8.6
beschriebenen Methode mit Hilfe von Diffusionszellen nach FRaNz [64]. Mit diesem
Modell durchgefihrte Studien weisen eine gute Korrelation zu In-vivo-Ergebnissen auf, so
dass die Versuchsanordnung heute als Standard fur derartige Testungen angesehen wird.
Die Anwendung der Finite-dose-Technik erméglicht im Unterschied zu anderen Modellen
die Applikation von praktisch relevanten Mengen der jeweiligen Formulierung. Dabel wird
jedoch keine Seady-state-Diffusion mit konstanten Fluxraten erreicht [65].
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Die Einhaltung von Snk-Bedingungen im Akzeptor kann bei Durchfihrung der
Penetrationsversuche unter Finite-dose-Bedingungen fir ale drel untersuchten Vehikel
gewadhrleistet werden.

Bel Verwendung von Humanhaut ergibt sich nicht nur das Problem der Verflgbarkeit.
Auch erschwert die grofe inter- und intraindividuelle Variabilitét des biologischen
Materials die Ergebnisauswertung. Diese Schwankungen sollten durch Verwendung von
Hautstlicken gleicher Korperareale (Mammahaut) ausschliefdlich weiblicher Probanden mit
maoglichst geringen Altersdifferenzen minimiert werden.

Die Untersuchung der Penetration innerhalb verschiedener Zeitraume (30 und 300 min, bei
der Mikroemulsion zusétzlich 100 min) gestattet Aussagen Uber das Verhalten der Systeme
in der Initialphase sowie nach Langzeitapplikation. Im Folgenden sollen die in einzelne
Hautschichten diffundierten Anteile der applizierten Arzneistoffmenge (Angaben in % der
applizierten HC-Menge) sowie die dort vorliegenden Konzentrationen (Angaben mM bzw.
UM) eingeschétzt und bewertet werden. Zusétzlich wurde der Hydrocortisongehalt im
Akzeptor in die Auswertung einbezogen, wobel aus diesem Wert allein nicht automatisch
eine Aussage Uber transdermal e Effekte in vivo abgeleitet werden kann. Diese Daten sollen
eher als Erganzung der Ergebnisse der einzelnen Hautschichten betrachtet werden und
deren Interpretation erleichtern.

5.3.2 Ergebnisse der Penetrationsuntersuchungen

Eine graphische Darstellung der aus der ausgewéhlten Mikroemulsion ME-IPM in die
einzelnen Hautschichten diffundierten Mengen an Hydrocortison zeigt Abb. 20. Der
Hauptanteil des penetrierten Arzneistoffs konnte im Stratum corneum und im Akzeptor
lokalisiert werden. Dort wurden jeweils zwischen 6 und 12 % der applizierten Menge
nachgewiesen. Eine Betrachtung des zeitlichen Verlaufs zeigt fir beide Kompartimente
keine Unterschiede zwischen kurzen und langen Penetrationszeiten. Innerhalb der
Hornschicht ist ein ausgeprégtes Konzentrationsgefédlle zu erkennen. Be  alen
Versuchszeiten befindet sich ca die Héfte der im Stratum corneum nachgewiesenen
Hydrocortisonmenge in den ersten beiden Abrissen (Abb. 21a). Eine um Grol3enordnungen
geringere Menge an penetriertem Arzneistoff wurde in Epidermis und Dermis gefunden.
Dabel weisen diese beiden lebenden Hautschichten vergleichbare Hydrocortison-
konzentrationen auf (Abb. 21b), was aufgrund der gréReren Dicke der Dermisschicht
einem hoheren Anteil in Bezug zur applizierten Menge entspricht.
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Abb. 20: Penetration von Hydrocortison aus der Mikroemulsion in exzidierte Humanhaut (x + SD, n=3)
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21: Verteilung des penetrierten Hydrocortisons im Stratum corneum (@) sowie in Epidermis und

Dermis (b)

In Abb. 22 ist die Verteilung der aus Nubral® 4 HC in Humanhaut penetrierten Anteile an
Hydrocortison dargestellt. Erwartungsgemal’ befinden sie sich hauptséchlich im Stratum
corneum, wobel sich innerhalb dieser Hautschicht ebenfalls ein zeitlich konstantes
Konzentrationsgefdlle nachweisen lasst (Abb.23a). Wahrend nach 30min kaum
Unterschiede zwischen den beiden Iebenden Hautschichten feststellbar waren, bildete sich
mit zunehmender Versuchsdauer ein Konzentrationsgradient zwischen Epidermis und
Dermis heraus, der auf eine langsame, aber stete Diffusion von Hydrocortison aus dem
Depot im Stratum corneum hindeutet (Abb. 23b). Im Unterschied zur Mikroemulsion
gelangen nur geringe Mengen bis in den Akzeptor. Der Anteil des dort gefundenen
Hydrocortisons liegt in der Grofenordnung der in den lebenden Hautschichten detektierten
Mengen und ist im Lang- und Kurzzeitversuch nicht unterschiedlich.
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Die Ergebnisse der Hydrocortisonpenetration aus Hydrodexan® S verdeutlicht Abb. 24.
Die Verteillung in den einzelnen Hautschichten zeigt einen dhnlichen Trend wie bei
Nubral® 4 HC. Von dem insgesamt penetrierten Anteil von ca. 20 % der Ausgangsdosis
konzentrierten sich im Stratum corneum sowohl nach 30 a's auch nach 300 min tber 90 %,
wovon sich ca. die Halfte in den ersten beiden Abrissen befand (Abb. 25a). Auch bei
Hydrodexan® S lag die im Akzeptor detektierte Menge um eine Zehnerpotenz unter dem
Wert des Stratum corneum. Zwischen Epidermis und Dermis wurden im Unterschied zu
Nubral 4 HC keine deutlichen Konzentrationsunterschiede festgestellt (Abb. 25b).
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Abb. 24: Penetration von Hydrocortison aus Hydrodexan® Sin exzidierte Humanhaut (x + SD, n=3)

50 45 o 2 b
- a 40_.§ Ei g —a&— 30 min
—=u— 30 min g Ik 8 g —=a— 300 min
409 L —=— 300 min 3359 &
= \ c | i
E \ S 304 i
g a0 |\ 2
S £ 2,541 \1
© \
£ g 20|t .
g 204 N | g - .
E i o 157 ‘\ . ..'./l\-ll.‘.x.\.\..l
X T 10 | \
Q 10 \E‘ 0] e, i LN
T i\I —5 0s] '.'-..l\ u ./.Ju\M\_‘_/-\.\_,_,_/-:ﬁ:\_7:‘:\::
E’**———}—l’f? o
0 T T T T T T T T = S 0,0 T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 200 400 600 800 1000 1200 1400
SC-Abrisse Hauttiefe (um)

Abb. 25: Verteilung des penetrierten Hydrocortisons im Stratum corneum (&) sowie in Epidermis und
Dermis (b)

Die folgenden Abbildungen zeigen einen Vergleich zwischen den drel untersuchten
Vehikeln hinsichtlich der Hydrocortisonkonzentration in den einzelnen Hautschichten. Der
Schwerpunkt dieser Betrachtungen soll auf einer Gegenlberstellung der Ergebnisse der
Mikroemulsion und der Creme Nubra® 4 HC liegen. Die hohere Konzentration an
Hydrocortison in Hydrodexan® S erschwert einen direkten Vergleich, trotzdem lassen sich
einige Tendenzen ableiten.

Im Stratum corneum (Abb. 26a) wurden nach Applikation der beiden kommerziellen
Praparate hohere Konzentrationen im Vergleich zur Mikroemulsion nachgewiesen, wobei
sich keine Unterschiede zwischen 30 und 300 min feststellen lieRBen. Hydrodexan® S zeigte
im Vergleich zu Nubra® 4 HC zwar etwas geringere prozentuale Mengen im Stratum
corneum, was jedoch aufgrund des unterschiedlichen Ausgangsgehalts hoheren
K onzentrationen entspricht.
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Auch in der Epidermis (Abb. 26b) wurden nach Auftragen der Mikroemulsion geringere
Hydrocortisonkonzentrationen as bei den beiden klassischen Vehikeln gefunden.
Nubral® 4 HC unterscheidet sich durch einen deutlichen Anstieg des Wirkstoffgehalts
zwischen dem 30- und 300-min-Versuch von der Mikroemulsion und Hydrodexan® S.

Ein Vergleich der Arzneistoffkonzentrationen in der Dermis (Abb. 26¢) zeigt nach 30 min
kaum Unterschiede zwischen den drei Vehikeln. Bel langerer Versuchszeit von 300 min ist
nur bei Hydrodexan® S ein leichter Konzentrationsanstieg feststellbar.

Bel Betrachtung der in den Akzeptor (Abb. 26d) permeierten Hydrocortisonmengen fallen
deutliche Unterschiede zwischen der Mikroemulsion und den beiden kommerziellen
Préparaten auf. Die nach Applikation von ME-IPM detektierten Mengen sind ca. zehnmal
grofRer, wobel die Ergebnisse der beiden Versuchszeiten nicht differieren.
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Abb. 26: Vergleich der HC-Konzentrationen in Stratum corneum (a), lebender Epidermis (b) und Dermis (c)
sowie der in den Akzeptor permeierten HC-Mengen (d) nach Applikation einer Mikroemulsion,
Nubral® 4 HC und Hydrodexan® S (x + SD, n=3)

5.3.3 Diskussion der Penetrationser gebnisse

Diese Ergebnisse belegen deutliche Unterschiede zwischen der Mikroemulsion und den
klassischen Vehikeln hinsichtlich der Hautpenetration des Modellarzneistoffs. Nach
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Applikation von Nubra® 4 HC und Hydrodexan® S bildet sich im Stratum corneum ein
ausgepragtes Depot fur Hydrocortison mit zeitlich konstantem Gehalt, aus dem der
Arzneistoff langsam in die lebenden Hautschichten verteilt wird. Wahrend sich im 30-min-
Versuch die Konzentrationen in Epidermis und Dermis zwischen beiden Praparaten kaum
unterscheiden, ist nach Langzeiteinwirkung von Nubral® 4 HC in der lebenden Epidermis
eine Anreicherung von Wirkstoff zu erkennen. Offensichtlich verteilt sich Hydrocortison
mit zunehmender Zeit starker aus der Hornschicht in die Epidermis. Die Penetration in die
Dermis und den Akzeptor nehmen jedoch nicht weiter zu, denn diese Konzentrationen
steigen zwischen 30 und 300 min nicht mehr an. Die Hautpenetration von Hydrocortison
aus Nubral® 4 HC kann folglich als uber die Initialphase hinausgehend, aber mit relativ
geringer Eindringtiefe charakterisiert werden. Fir Hydrodexan® S kénnen in Epidermis,
Dermis und Akzeptor geringflgige zeitliche Konzentrationszunahmen beobachtet werden,
so dass nach der initialen Vertellung von einem eher langsamen, konstanten und
gleichméligen zeitlichen Verlauf der Penetration ausgegangen werden kann.

Im Akzeptor werden bei beiden Vehikeln mit weniger as einem Zehntel der im Stratum
corneum detektierten Mengen vergleichsweise geringe Konzentrationen erreicht, so dass
die Freisetzung aus dem Hornschichtdepot insgesamt al's langsam einzuschétzen ist.

Das sich nach Applikation der Mikroemulsion bildende Depot im Stratum corneum ist
wesentlich geringer als das der beiden klassischen Systeme. Dafur werden im Akzeptor
etwa gleiche prozentuale Anteile wie in der Hornschicht gefunden. Obwohl die nach 30
und 300 min in Epidermis und Dermis detektierten Konzentrationen z. T. etwas geringer
as bel den beiden kommerziellen Prdparaten sind, ist die Penetrationsrate der
Mikroemulsion als wesentlich héher einzustufen. In der Gesamtbilanz missen die in den
Akzeptor diffundierten Mengen mit berlicksichtigt werden, da diese Anteile die |ebenden
Hautschichten bereits passiert haben. Bei der Mikroemulsion sind keine zeitabhéngigen
Unterschiede erkennbar. Folglich kann ihr eine sehr rasche Arzneistoffpenetration
bescheinigt werden.

Dieses Ergebnis korreliert gut mit zahlreichen invivo beschriebenen transdermalen
Effekten von Mikroemulsionen, die in Kap 3.4.4 schon ausfuhrlich behandelt wurden.
Ebenso erfolgte bereits eine Diskussion mdglicher Mechanismen dieses Enhancereffekts.
Fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Mikroemulsion spielen wahrscheinlich
verschiedene Aspekte fur die hervorragende Penetration eine Rolle. Bereits die
Anwesenheit von Propylenglycol im Vehikel wirkt sich nachhaltig auf das
Transportverhalten aus. In Untersuchungen von BENDAS konnte eine gesteigerte
Hydrocortisonpenetration aus Suspensionsgelen in Humanhaut mit zunehmendem
Propylenglycolanteil im Vehikel nachgewiesen werden. Als Grund wird ein ausgepragter
Solvent-drag-Effekt fur Hydrocortison bei Anwesenheit von Propylenglycol diskutiert.
Beim lipophileren Corticoid Betamethasonvalerat ist dieser Transport deutlich geringer

ausgepragt [16].
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Ergebnisse von SCHNEIDER zum Propylenglycoltransport in exzidierte Humanhaut zeigten
eine schnelle initiale Penetration grof3er Mengen des Enhancers aus Hydrogelen mit 10 %
Propylenglycolanteil. Die nach Applikation von reinem Propylenglycol im Stratum
corneum detektierten Mengen lagen im vergleichbaren GrofRenbereich, was auf eine
Séttigung der Hornschicht mit Propylenglycol hindeutet. Nach Langzeitapplikation von
300 min zeigten sich jedoch in allen Hautschichten und im Akzeptor deutliche Differenzen
zwischen der 10 %igen Formulierung und reinem Propylenglycol. Als Ursache wird eine
Donatorentleerung an Propylenglycol beim Hydrogel vermutet, da die Versuche unter
Finite-dose-Bedingungen stattfanden [182]. Unter der Annahme eines Kotransports von
Hydrocortison und Propylenglycol kommt dies auch als mdgliche Erklérung dafir in
Betracht, dass sich die Hydrocortisonkonzentrationen in der Haut nach Kurz- und
Langzeitapplikation von ME-IPM nicht wesentlich unterscheiden. Allerdings kann auch
eine Ruckdiffusion von Molekilen aus dem Akzeptor nicht sicher ausgeschlossen werden.
Neben Propylenglycol tragt vor allem der relativ hohe Tensidanteil in der Mikroemulsion
zum verbesserten Arzneistofftransport in die Haut bei. Die penetrationssteigernden Effekte
in Kombination mit Propylenglycol wurden bereits in Kap 2.4 erlautert. Grolere
Tensidkonzentrationen im Vehikel erhdhen auch die Solubilisierungskapazitét fur
Arzneistoffe. Deren Einfluss auf die Freisetzung aus der Arzneiform wird in der Literatur
unterschiedlich bewertet. NIEMI et al. berichten bei O/W-Cremes Uber einen Anstieg der
Liberation, wenn die Loslichkeit von Hydrocortison durch steigende Emulgator-
konzentration im Vehikel zunimmt [138]. Dagegen nimmt nach SHAHI und ZATz der
Hydrocortisonflux aus Ldsungen durch Maushaut ab, wenn die Lodichkeit durch
Erhohung der Konzentration des Cosolvens Propylenglycol im Vehikel ansteigt [187]. Die
relativ hohen Tensidkonzentrationen in der Mikroemulsion ME-IPM tragen wesentlich zu
deren hoher Solubilisierungskapazitét bei. Die gesamte Hydrocortisonmenge liegt
vollstandig geldst vor. Leider lief sich aus den Informationen der Herstellerfirmen von
Nubral® 4 HC und Hydrodexan® S nicht entnehmen, wie hoch der prozentuale Tensidanteil
in den beiden Fertigarzneimitteln ist und welcher Antell des Arzneistoffs gelOst vorliegt.
Aufgrund der geringen Loslichkeit von Hydrocortison in vielen Medien und der Tatsache,
dass beide Praparate kein Propylenglycol enthalten, ist das Vorliegen von
Suspensionssalben zu vermuten. Trotz der normalerweise héheren thermodynamischen
Aktivitdt derartiger Vehikel gegenuber Losungssystemen erscheint in Analogie zu den
Ergebnissen von NIEMI et al. [138] fur das schlecht 16sliche Hydrocortison die Formu-
lierung mit vollstandig gel 6stem Arzneistoff glnstiger.

Be den beiden kommerziellen Praparaten Nubra®4HC und Hydrodexan® S sind
penetrationssteigernde Effekte vor alem durch die Anwesenheit von Harnstoff im Vehikel
bedingt. Dessen Enhancerwirkung auf den Transport von Corticoiden in die Haut wurde
bereitsin Kap. 2.4 beschrieben. Trotz erhohter Arzneistoffaufnahme in die Haut gegentiber
harnstofffreien Praparaten ist die Wirksamkeit von Harnstoff als Penetrationsenhancer der
der Mikroemulsion unterlegen.
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Als Vorteil der Mikroemulsion ist auch die geringere Viskositét zu bewerten. Einerseits
diffundieren die Arzneistoffmolekile schneller im bzw. aus dem Vehikel in die Haut.
Andererseits ermoglicht das bessere Spreitungsvermdgen von Mikroemulsionen ein
stérkeres Eindringen der gesamten Formulierung in obere Hautschichten. SCHMALFUR
untersuchte die Penetration der Vehikelbestandteile IPM und IPP aus W/O-
Mikroemulsionen in exzidierte Humanhaut. Dabel konnten zwischen 6 und 10 % der
applizierten Menge im Stratum corneum nachgewiesen werden, wadhrend nur minimale
Konzentrationen die |ebenden Hautschichten erreichten. Innerhalb der Hornschicht befand
sich der Hauptanteil in den obersten Zellschichten, dem Stratum corneum disunctum. Die
dort sehr lose Packung der Zellen setzt dem Eindringen flissiger V ehikelbestandteile nur
einen geringen Widerstand entgegen [179].

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

In die in Kap. 4.1.2 beschriebene Grundmikroemulsion lief3 sich Hydrocortison in einer
Konzentration von 0,5% einarbeiten. Dieses System zeigte sehr gute Ergebnisse
hinsichtlich der Arzneistoffliberation. In weiteren Untersuchungen zur Penetration von
Hydrocortison in exzidierte Humanhaut wurde die Mikroemulsion mit zwei kommerziellen
Produkten, der Creme Nubra®4HC und der Salbe Hydrodexan® S, verglichen. Die
Ergebnisse bescheinigen der Mikroemulsion eine deutlich stdrkere Penetration des
Arzneistoffs in bzw. Permeation durch die Haut. Somit erwies sich das entwickelte
Mikroemulsionssystem fir die dermale Applikation des Modellarzneistoffs Hydrocortison
als sehr gut geeignet und klassischen Vehikelsystemen hinsichtlich der Penetrationsrate
Uberlegen.
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6 Lokalanasthetikahaltige Systeme

6.1 Theoretische Grundlagen der perkutanen Lokalan&asthesie

Nachdem KOLLER 1884 erstmals die betdubende Wirkung von Cocain bei lokaler
Anwendung am Auge beschrieben hatte [101], gewann die Lokalanasthesie bei operativen
Eingriffen schnell an Bedeutung. 1905 wurde als erstes synthetisch hergestelltes
Lokalanasthetikum Procain in die Therapie eingeflihrt, das eine deutlich geringere
systemische Toxizité als Cocain aufweist. Mit der Synthese von Lidocain 1943 gelang
LOFGREN die Etablierung einer neuen Substanzgruppe, der Amid-Lokalanésthetika.
Lidocain besitzt auch heute noch weltweit grof3e Bedeutung, obwohl inzwischen zahlreiche
strukturell verwandte Substanzen entwickelt wurden [139].

Fur die Aufnahme von Lokalanasthetika durch intakte Haut stellt das Stratum corneum
eine effektive Diffusionsbarriere dar, so dass deren lokale Applikation zunéchst auf
Schleimhaute und verletzte Hautstellen beschrankt war. MONASH beschrieb 1957
erfolgreiche Versuche, eine Loka anasthesie nach dermaler Applikation an intakter Haut zu
erzielen. Er verwendete anstatt der bisher Ublichen wasserléslichen Salzform
Lokalanasthetika als frele Base in akoholischer Losung und in Salbengrundlagen [129].
Dieser Entdeckung wurde zunédchst jedoch wenig Bedeutung beigemessen, da die
Kombination von Lokalanasthetika mit Penetrationsenhancern wie DMSO, die die
Barriereintegritét des Stratum corneum herabsetzen, sowie die Anwendung hoher
Arzneistoffkonzentrationen auch den gewtnschten Effekt hervorrufen. Die Entwicklungs-
arbeit einer schwedischen Forschungsgruppe in den siebziger Jahren fihrte zur Einflhrung
des ersten kommerziell erhdtlichen Produkts, das Lokalan&sthetika in Basenform zur
perkutanen Anwendung enthalt [229].

Das Interesse an transdermaler Lokalanasthesie ist in den letzten Jahren stark angestiegen.
Das it nicht nur der wachsenden Anzahl an minimal invasiven chirurgischen Eingriffen zu
verdanken. Auch verschiedene andere schmerzhafte Behandlungen lassen sich nach
transdermaler Gabe |okal anasthetisch wirksamer Préparate fur den Patienten angenehmer
gestalten. Gute Erfolge sind z.B. bel Venenpunktionen [140], der Kirettage von
Mollusken [167], der Wundversorgung von Ulcus-cruris-Patienten [81], bei schmerzhaften
Lasertherapien [121], der Entnahme von Hautbiopsien [214], retrobulbéren Injektionen vor
Kataraktoperationen [30], der Allergietestung mittels Prick-Test [2], bel Neuralgie-
schmerzen nach Herpes-Zoster-Infektionen [169] sowie zahlreichen weiteren Anwen-
dungen beschrieben worden. Von besonderem Interesse ist eine schmerzlose Lokal-
anasthesie ohne vorherige Injektion in der Padiatrie.

6.1.1 Kutanes Schmerzempfinden

Die Wahrnehmung aulerer Reize Uber die Haut geschieht mit Hilfe des engen Geflechts an
Nervenfasern, das die gesamte Dermis durchzieht. An den freien Nervenendigungen finden
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sich neben Mechano- und Thermorezeptoren auch Nozizeptoren, die eintreffende
Schmerzreize registrieren. Die Stimulation dieser Rezeptoren bewirkt eine Depolarisation
der bis dahin im Ruhepotential befindlichen Membranen der ableitenden, erregbaren
Nervenfasern. Bei Uberschreiten eines Schwellenwertes bildet sich ein Aktionspotential
aus. Dabei kommt es durch Konformationséanderung des Natriumkanalproteins zur
Offnung dieses im Ruhezustand geschlossenen lonenkanals. Die Folge ist ein plétzlicher
schneller Einstrom von Natriumionen aus dem Extrazellularraum in die Zelle aufgrund des
vorhandenen Konzentrationsgefélles. Mit einer gewissen zeitlichen Verzogerung 6ffnen
sich auch die Kaliumkandle. In dieser Repolarisationsphase kommt es infolge der
herrschenden elektrochemischen Gradienten zum Ausstrom von Kaliumionen. Gleichzeitig
mit der Offnung der Kaliumkanée schlieen sich die Natriumkanée bereits wieder. Erst
allméhlich folgen die Kaiumkandle und die Natriumkandle werden wieder aktivierbar.
lonenpumpen sorgen nach Ablauf des Aktionspotentials fur die Ruckfihrung der lonen,
d. h. sie transportieren aktiv Natriumionen aus der Zelle heraus und Kaliumionen in diese
hinein.

Die Weliterleitung der Erregungen vom Rezeptor durch die Nervenfaser bis zum Gehirn
erfolgt dadurch, dass nach Ausbildung eines Aktionspotentials an der jeweils benachbarten
Stelle der Nervenfaser eine Depolarisation der Membran induziert wird. Auf diese Weise
breitet sich das Aktionspotential auf der Oberflache der Nervenfaser aus. Die
Geschwindigkeit dieser Ausbreitung und damit der Erregungsleitung differiert in
Abhangigkeit vom Bau der Nervenfaser. Dicke, von einer Myelinschicht umhillte Fasern
(A-Fasern) leiten Erregungen schneller als diinne, marklose Fasern (C-Fasern). Afferente,
von Schmerzrezeptoren ausgehende Nervenfasern gehéren Uberwiegend zum letzten Typ,
wahrend die Erregungen von Hautrezeptoren fur Druck und BerUhrung durch AB-Fasern
weitergeleitet werden [201] [220].

6.1.2 Lokalanasthetika

6.1.2.1  Struktur-Wirkungs-Bezehungen

Lokalanasthetika sind Stoffe, die reversibel und 6értlich begrenzt die Leitfahigkeit sensibler
Nervenfasern herabsetzen. Durch Interaktion mit ener Bindungsstelle an der
Membraninnenseite des Natriumkanals wird dieser lonenkanal blockiert, was den Einstrom
von Natriumionen und damit die zur Erregungsleitung nétige Ausbildung von
Aktionspotentialen verhindert.

Nach Untersuchungen von LOFGREN zeigen Substanzen mit |okalanasthetischer
Wirksamkeit strukturelle Gemeinsamkeiten (Abb. 27). Zur Bindung am lonenkanal der
Nervenmembran sind Substanzen befahigt, die ein lipophiles Ende, meistens aromatischer
oder heterozyklischer Natur, und ein hydrophiles Ende, normalerweise in Form einer
sekundédren oder tertidren Aminogruppe, besitzen. Eine ,Zwischenkette” verbindet die
beiden Molekilteile in einem bestimmten Abstand. In Abhangigkeit von deren Struktur
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erfolgt die Einteilung der Lokalanasthetika in Ester- und Amidtyp. Beide unterscheiden
sich vor allem in der chemischen Stabilitét. Wéahrend Ester-Lokalanasthetika (z. B.
Benzocain, Tetracain) im Plasma rasch durch Pseudocholinesterase gespalten werden, sind
Amid-Lokalanasthetika (z. B. Lidocain, Bupivacain) hydrolysestabil. Ihre Metabolisierung
erfolgt mit Ausnahme von Prilocain fast ausschliefdlich in der Leber. Als Derivate der
p-Aminobenzoesdure besitzen Ester-L okal anasthetika ein allergenes Potential.

Lipophiler Teil Zwischenkette Hydrophiler Teil
(aromatisch, heterozyklisch) (Amino-Gruppe)

Abb. 27: Grundstruktur der L okalanésthetika nach LOFGREN [117]

Eine Bindung derartiger Strukturen an entsprechende Stellen der Nervenmembran kann
durch Wasserstoff-Brickenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, van der Waals-
sche Bindungen und Elektrostati sche Wechselwirkungen erfolgen.

Die meisten Lokalanasthetika lassen sich in das LOFGRENsche Schema einordnen. Jedoch
existieren auch lokalanasthetisch wirksame Verbindungen anderer Struktur (z. B. der
Dodecylalkohol Polidocanol, Thesit®) [180] [220].

Viele Lokalanasthetika sind auerdem in der Lage, aufgrund ihrer Struktur
Wechselwirkungen mit Biomembranen einzugehen, wodurch deren Permeabilitét
beeinflusst wird. An der Nervenmembran kann eine derartige unspezifische
Membranexpansion mit zur |okalanasthetischen Wirkung beitragen.

An isoliertem humanem Stratum corneum konnte von ROMMEN et al. mit Hilfe von DSC-
Untersuchungen eine Abnahme der Packungsdichte der Lipidbilayer unter Einfluss
verschiedener Lokaanasthetika nachgewiesen werden [161]. Das konnte eine Ursache
dafir sein, dass Lokalanasthetika die Aufnahme von Corticoiden durch die Haut
verbessern. Sowohl an isolierter Rindereuterhaut in vitro [163] als auch im Blanching-Test
an Probanden [162] konnten fir verschiedene Lokalanasthetika unterschiedlich stark
ausgepragte Enhancereigenschaften nachgewiesen werden. Lidocain zeigte dabel die
stérksten Effekte [164].

6.1.2.2  Physikochemische Eigenschaften

Die dem LOFGRENschen Schema entsprechenden Lokaanasthetika sind chemisch
betrachtet schwache Basen. Sie bilden stabile, kristalline Salze, wahrend die Basenform oft
0lig oder amorph ist. Fur Injektionen werden wegen ihrer guten Wasserl6dlichkeit meistens
die entsprechenden Hydrochloride verwendet. Dafir sind die Basen besser zur perkutanen
Anwendung geeignet, da sie aufgrund ihrer Lipophilie das Stratum corneum besser
durchdringen kénnen.

In Abhangigkeit vom pK,-Wert der Substanz stellt sich im physiologischen Milieu ein
Gleichgewicht zwischen ionisierter Form und lipophiler Base ein. Wahrend die Bindung
am Natriumkanal nur durch die dissoziierte Form dieser Arzneistoffe erfolgen kann, wird
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fUr die Penetration der Substanzen zum Bindungsort die lipophile Base gebraucht. Diese
kann sich auch in Membranen einlagern und so eine Blockade von lonenkanden durch
unspezifische Membranexpansion hervorrufen. Die Wirkungsweise der Lokalanasthetika
basiert auf einem Wechsel spiel zwischen ungeladener und ionisierter Form. Dabei wird die
Geschwindigkeit des Wirkungseintritts vom pK -Wert der Arzneistoffe beeinflusst. Dieser
liegt bel den meisten Lokalanasthetika zwischen 7,6 und 8,9, so dass im physiologischen
Milieu zwischen 65 und 90 % der Substanz in ionisierter Form vorliegen. Je hoher der
pK-Wert, desto geringer ist der Anteil der fir eine rasche Penetration nétigen lipophilen
Basenform und desto langsamer erfolgt der Wirkungseintritt.

Die lokalanasthetische Wirksamkeit (Potenz) der Arzneistoffe hangt vor alem von der
Lipophilie des jeweiligen Moleklls ab. Diese laésst sich anhand des Vertellungs
koeffizienten beurteilen. Lipophilere Substanzen kénnen nicht nur biologische Membranen
schneller durchdringen. Sie weisen auch eine grofere Affinitat zum Nervengewebe auf und
konnen sich dort verstarkt anreichern. Somit besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
Lipophilie und lokalanasthetischer Potenz der Arzneistoffe. Daraus leitet sich die
Einteilung in gering, mittel und stark wirksame L okalanésthetika ab.

Die Proteinbindung besitzt vor allem hinsichtlich der Wirkdauer Bedeutung. Ein hoher an
Plasma- und Membranproteine gebundener Anteill an Arzneistoff hat eine langsamere
Elimination und somit eine langere Wirksamkeit zur Folge. Fur die Bindung von
Lokalanasthetika besitzen vor allem die beiden Plasmaproteine Albumin und saures a-1-
Glycoprotein Bedeutung. Letzteres weist eine hohe Affinitat bei begrenzter Kapazitéat auf,
wahrend die weniger spezifische Bindung an Albumin mit grof3erer Bindungskapazitét erst
bei hdheren Lokalanésthetikakonzentrationen erfolgt. Biologische Aktivitét besitzt nur der
nichtproteingebundene Anteil des Lokalanasthetikums, so dass die Systemtoxizitét nicht
von der Gesamtkonzentration, sondern nur vom freien Anteil an Arzneistoff im Plasma
abhangt [45] [210] [229].

6.1.2.3 Pharmakol ogische Wirkungen

Da Lokaanasthetika an verschiedenen erregbaren Membranen prinzipiell gleichartig
wirken, kénnen besonders bei Gabe hoherer Dosen neben dem bereits beschriebenen Ein-
fluss auf die Erregungsleitung in nozizeptiven Nervenfasern auch andere Effekte auftreten.
Nach Applikation eines Lokalanasthetikums erfolgt zunédchst eine Blockade dinner,
unmyelinisierter C-Fasern, dann die der schwach myelinisierten Ad-Fasern, die beide der
Schmerzleitung dienen. Dieser Vorgang wird als Analgesie bezeichnet. Je dicker die
Myelinschicht um die Nervenfaser ist, desto groflere Mengen des Lokaanasthetikums
werden zu ihrer Blockade bendtigt. So tritt bel weiterem Konzentrationsanstieg zunéchst
eine Anasthesie, d. h. eine Hemmung der fur die Welterleitung von BerUhrungs- und
Druckreizen verantwortlichen AB-Fasern, und spater eine Blockade der motorischen
Erregungen in den dick myelinisierten Aa-Fasern auf. Auch die Anwendung von
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Lokalanasthetika hoherer Lipophilie kann zu schnellerer motorischer Blockade fuhren
[210].

Die meisten Lokalanasthetika bewirken bei Anwendung in Ublichen Konzentrationen eine
Vasodilatation, die zu einem schnelleren Abtransport aus dem entsprechenden Gewebe
fuhrt. Um das zu minimieren, werden bei Infiltrationsanasthesien haufig V asokonstriktoren
wie Adrenalin zugesetzt, die die Durchblutung im entsprechenden Gewebe herabsetzen.
Die gute Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke fir die meisten Lokalanésthetika
ermdglicht ein rasches Anfluten im ZNS. Dies steht in direktem Zusammenhang mit der
Lipophilie und damit der lokalanasthetischen Potenz der Substanz. Bei zunehmender
Uberdosierung treten in der Reihenfol ge exzitatorische Symptome wie Taubheit von Mund
und Zunge, Benommenheit, akustische, visuelle und Sprachstérungen, spéater
Muskel zuckungen bis hin zum Krampfanfall mit Ateml&hmung als méglichem Endstadium
auf [185].

In hoheren Konzentrationen beeinflussen Lokalandsthetika auch das kardiovaskulare
System. Am Herzen wirken sie negativ inotrop. Bedingt durch die auftretende
Vasodilatation kann es zum Blutdruckabfall kommen. Haufig treten Stérungen der
Reizleitung auf, die Arrhythmien bis hin zum AV-Block zur Folge haben kénnen [158].
Mit den genannten zerebralen und kardiovaskuldren Nebenwirkungen ist normalerweise
bei transdermaler Applikation von Lokalanadsthetika und Oberflachenanadsthesie auf
Schleimhéuten nicht zu rechnen. Die beschriebenen Effekte sind im Rahmen
intensivmedizinischer Betreuung bel Leitungsanasthesien oder intraventsen Lokal-
anasthesien beobachtet worden.

6.1.2.4  Ausgewahlte Lokalanasthetika

Fur die Einarbeitung in Mikroemulsionen wurden im Rahmen dieser Arbeit Substanzen
ausgewdhlt, die eine gute Wirksamkeit im Hinblick auf schnelle und ausreichend tiefe
Lokalanasthesie der Haut vermuten lassen. Zusétzlich spielten Aspekte der galenischen
Verarbeitung und der Verflgbarkeit bei der Auswahl eine Rolle.

Im Folgenden sollen deswegen nur die Substanzen ndher charakterisiert werden, die bei
den weiteren experimentellen Arbeiten zum Einsatz kamen..

Lidocain

Lidocain (2-Diethylamino-2',6'-dimethylacetanilid) war nicht nur die erste therapeutisch
verwendete Substanz aus der Gruppe der Amid-Lokalanésthetika, sondern ist auch heute
noch eines der am haufigsten zur Oberflachen-, Infiltrations- und Leitungsanasthesie
eingesetzten Lokalanasthetika. Wegen seiner Wirksamkeit am Herzmuskel findet es auch
als Antiarrhythmikum Verwendung.

Lidocain besitzt einen pK,-Wert von 7,9 und liegt zu ca. 64 % an Proteine gebunden vor.
Seine Wirkung setzt schnell ein und ist von mittellanger Dauer (1,5-3h). Mit einem
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Verteilungskoeffizienten von 2,9 weist es eine méaldige Lipophilie auf und gehdrt zu den
Stoffen mit mittlerer |okalanasthetischer Potenz.

CH,

CH,—CH,
%
NH—C—CH,—N_
o CH,—CH,
CH

Abb. 28: Strukturformel von Lidocain

3

Lidocain wird zu Gber 90 % in der Leber metabolisiert, nur 5-10 % werden unverandert
renal ausgeschieden. Aufgrund der vasodilatatorischen Wirkung erfolgt die Injektion ins
Gewebe oft unter Zusatz von Adrenain. Zur Oberfléchenandsthesie von Hauten und
Schleimhauten wird Lidocain bzw. Lidocainhydrochlorid meist in Konzentrationen von
2 bis5 % alswassrige Losung, Gel oder Salbe verwendet [49] [211].

Prilocain

Prilocain (2'-Methyl-2-propylaminopropionanilid) gehdort mit einem pK,-Wert von 7,9 und
einer Proteinbindungsrate von 55 % ebenfalls zu den schnell und mittellang wirksamen
Amid-Lokalanasthetika. Obwohl sein Verteilungskoeffizient von 0,9 auf eine weitaus
geringere Lipophilie als bei Lidocain hindeutet, weisen beide Substanzen eine
vergleichbare |okalanésthetische Potenz auf. Der Grund dafir ist die deutlich geringere
vasodilatatorische Aktivitdt von Prilocain. Diese sorgt fur eine vergleichsweise hohere
Konzentration im Gewebe, da die Diffusion von der Injektionsstelle ins Blut langsamer
erfolgt [220]. Gleichzeitig ist die Plasmakonzentration geringer als nach Gabe vergleich-
barer Lidocaindosen. Da Prilocain auerdem die hochste Clearance aller Amid-Lokal-
anasthetika aufweist, d. h. am schnellsten wieder aus dem Plasma eliminiert wird, ist seine
Kardiotoxizitét am geringsten [211].

Auch Prilocain unterliegt in hohem MalRe dem First-pass-Effekt in der Leber. Der durch
Hydrolyse entstehende Metabolit o-Toluidin kann zur Methéamoglobinbildung fihren,
wobei toxische Bereiche erst nach Gabe sehr hoher Prilocaindosen in  der
Leitungsanasthesie erreicht werden [202]. Wie in mehreren Studien mit Neugeborenen
nachgewiesen wurde, besteht bei sachgeméaler Applikation von prilocainhaltigen
Zubereitungen auf der Haut in dieser Hinsicht keine Gefahr [26] [55].

CH,

NH—C|:—(|3H—NH—CH2—CH2—CH3
O CH

Abb. 29: Strukturformel von Prilocain

3
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Prilocain wird bisher als Hydrochlorid zur Infiltrations- und Leitungsanasthesie in
Konzentrationen von 0,5-2% angewendet. Zur Applikation auf der Haut steht es in
Basenform in Kombination mit Lidocain zur Verfligung [49].

Bupivacain

Das ebenfals zu den Amid-Lokalanéasthetika gehdrende Bupivacain (D,L-1-Butyl-2',6'-
dimethyl-2-piperidincarboxanilid) besitzt eine deutlich grofere Lipophilie als Lidocain und
gehort mit einem Verteilungskoeffizienten von 27,5 und mit einem proteingebundenen
Antell von 96 % zu den langwirksamen Substanzen. Seine |okalanasthetische Potenz ist
vierfach im Vergleich zu Lidocain, die Anschlagzeit dafUr lénger. Bupivacain besitzt einen
pKa-Wert von 8,1 und liegt damit im physiologischen Milieu zu einem groferen Anteil
protoniert vor. Die Blockade motorischer Nerven ist bel Bupivacain vergleichsweise
gering ausgepragt. Diese niedrigere Affinitdt zu den starker myelinisierten Fasern ist vor
allem durch das Verhdtnis von pK ,-Wert zu Lipophilie bedingt [45] [211].

CH,—CH,—CH,—CH,

Abb. 30: Strukturformel von Bupivacain

Trotz starker Wirksamkeit in der Oberflachenanésthesie wird Bupivacain bisher nur in der
Leitungsanasthesie eingesetzt. Dabei werden 0,25-0,75 %ige Losungen des Hydrochlorids
verwendet [49].

EMLA

Bei Kombination der Basenformen von Lidocain und Prilocain im Masseverhdtnis 1:1
entsteht die Eutektische Mischung von L okal-Anasthetika— EMLA. Ein Charakteristikum
eutektischer Mischungen ist, dass der Schmelzpunkt einen minimalen Wert erreicht. Dieser
betragt bei EMLA 18 °C und ist damit deutlich niedriger as der von reinem Lidocain
(67 °C) und reinem Prilocain (37 °C). Bei Raumtemperatur liegt die Lokaanasthetika-
mischung folglich als lipophile Fliissigkeit vor. Sie kann ohne weiteren Olzusatz in einer
wassrigen Phase emulgiert werden und besitzt dann eine hohere thermodynamische
Aktivitat alsin einer Olphase gelGste reine Lokalanasthetika. Nach NYQVIST-MAYER et al.
exisiet EMLA in einer derartigen O/W-Emulsion in drei Formen: frei gelost,
tensidsolubilisiert und emulgiert. Bel einer EMLA-Konzentration von 5 % liegen 80 % der
Mischung in der emulgieten Form vor. Bel einer Lidocainemulsion gleicher
Konzentration sind es dagegen nur 20 % [28] [142].
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6.1.3 Anwendung von L okalan&sthetika auf der Haut

Gemessen an der Vielzahl in der Literatur beschriebener Versuche und patentierter
Methoden, Lokalandsthetika auf der Haut anzuwenden, ist die Anzahl kommerziell
erhdltlicher Préparate bisher gering. Die derzeit in Deutschland zugelassenen Produkte
enthalten meist Lidocainhydrochlorid in verschiedenen Zubereitungen und sind zur
Anwendung auf Schleimhauten vorgesehen. So werden 2 %ige Gele fur Endoskopien und
urologische Untersuchungen verwendet. 4 %ige wassrige Losungen stehen flr operative
und diagnostische Eingriffe im HNO-Bereich zur Verfigung. Lidocain als Base ist in
ethanolischer Lésung als Pumpspray sowie als 5 %ige Salbe erhdltlich. Beide sind auf
Haut und Schleimhaut anwendbar. Das Esterlokalandsthetikum Benzocain ist in Mono-
und Kombinationsprgparaten in Konzentrationen zwischen 5 und 20% in Form von
Creme, Salbe oder Gel fir die antiprurigindse Therapie zugelassen. Fir diese Indikation
exigtiert auch eine polidocanolhaltige Lotion [168].

Das zur Lokalanasthesie der Haut am besten geeignete und am haufigsten verwendete
Praparat ist die EMLA® Creme. Sie enthdlt als wirksame Bestandteile die eutektische
Mischung aus Lidocain und Prilocain in 5 %iger Konzentration. Diese beiden lipophilen
Komponenten bilden mit Hilfe von Arlatone 289 (hydriertes Macrogolricinoleat) in Wasser
eine O/W-Emulsion. AuRerdem enthdlt EMLA® Creme zur Viskositatserhdhung 1%
Carbomer 2984 (Carboxypolymethylen). Mit NaOH wird ein pH-Wert von 9 eingestellt
und somit die Dissoziation der Lokalanasthetikabasen minimiert [215]. Zusdtzlich
neutralisiert NaOH die freien Sauregruppen von Carbomer 2984 und verhindert damit
maogliche Wechselwirkungen mit den Lokalanasthetikabasen [143]. Um nach Auftragen
von EMLA® Creme eine ausreichende Loka anésthesie auf intakter Haut zu erzielen, ist
das Abdecken mit einem Okklusivverband und eine etwa einstiindige Applikationsdauer
erforderlich. Alternativ kann das EMLA® Pflaster verwendet werden. Es enthélt 1 g der
Creme und bewirkt selbst eine Okklusion der Haut, so dass sich ein zusétzlicher Verband
ertbrigt [5].

In der Literatur sind zahlreiche Untersuchungen mit EMLA® Creme beschrieben worden,
von denen hier nur einige ausgewahlte zitiert werden sollen. Das Produkt basiert auf der
von BROBERG und EVERS patentierten eutektischen Mischung von Lidocain und Prilocain
[27], die bereits in Kap. 6.1.2.4 charakterisiert wurde. Die von NYQVIST-MAYER €t dl.
durchgefuihrten Untersuchungen zeigen eine kontinuierliche In-vitro-Freisetzung der
beiden Lokalandsthetika aus einer einfachen O/W-Emulsion Uber enen weiten
Konzentrationsbereich. Ein Grund dafur ist, dass zwischen frei geldstem, solubilisiertem
und emulgiertem Arzneistoff ein Gleichgewicht besteht. Dieses stellt sich schnell wieder
ein, sobald gel6ster Arzneistoff in den Akzeptor diffundiert ist, so dass stets eine geséttigte
Losung mit hoher thermodynamischer Aktivitét vorliegt. Bel Zusatz des
Viskositéatserhohers Carbomer 2984 wird die Freisetzung vehikelkontrolliert und gehorcht
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dem Gesetz von HiGucHI fur Suspensionssalben, d. h. die freigesetzte Arzneistoffrate ist
proportiona zur Quadratwurzel der Zeit [143].

In klinischen Studien am Probanden zeigte sich, dass fur eine hinreichende
Lokalanadsthesie der intakten Haut EMLA-Konzentrationen von 2,5% nétig sind. Eine
Erhohung auf 5 % verbesserte die Wirksamkeit nicht weiter, wahrend eine 1 %ige Creme
signifikant schlechter abschnitt. Eine Okklusionsdauer von 30 min erwies sich als nicht
ausreichend, nach 60 min war die Wirkung zufriedenstellend [57]. Eine langere
Anwendung fuhrte zu Anasthesie tieferer Hautschichten, wie am Beispiel von Haut-
biopsien unterschiedlicher Tiefe gezeigt werden konnte [216].

Trotz der langen Mindestapplikationsdauer besitzt EMLA® Creme heute einen grofen
Stellenwert als nichtinvasives Lokalanasthetikum und wird fur zahlreiche schmerzhafte
Behandlungen und Untersuchungen in der Pédiatrie, Dermatologie, Venerologie, Urologie
und Gynéakologie eingesetzt [31].

In der neueren Literatur wird von SCHERLUND et a. die Entwicklung EMLA-haltiger
Systeme auf der Basis von POE-POP-Blockpolymeren zur Anwendung in der Mundhéhle
beschrieben. Das as Grundlage dienende Lutrol®F127 bildet in bestimmten
Konzentrationen mit Wasser Systeme, die bei Raumtemperatur fllissig sind und bel
Korpertemperatur in einen gelartigen Zustand tbergehen. Da nach Einarbeitung von 2,5 %
EMLA jedoch Instabilitdten bis hin zur Phasentrennung auftraten, war der Zusatz eines
weiteren Tensids erforderlich. In einigen der getesteten Zusammensetzungen bildeten sich
bei hoheren pH-Werten O/W-Mikroemulsionen. Niedrige pH-Werte fihrten zum
Vorliegen der Lokalanasthetika as wasserlésliche Kationen, was beginstigend auf die
Ausbildung von Mischmizellen wirkt. Letztere zeigten bessere In-vitro-Freisetzungs-
ergebnisse als die Mikroemulsionen, alle getesteten Vehikel waren jedoch Uberlegen
gegeniiber EMLA® Creme [176] [177]. Die Systeme wurden fiir die Anwendung in der
Mundhohle patentiert [29].

In der Patentliteratur lassen sich weitere EMLA-haltige Vehikelsysteme zur Anwendung
auf der Haut finden. RAJADHYASHA et al. entwickelten eine O/W-Creme mit je 2,5%
Lidocain und Prilocain, die einen pH-Wert von 6,8 aufweist. Unter Okklusion konnte eine
rasche und langanhaltende |okal anasthetische Wirkung nachgewiesen werden [157].
CASTILLO beschreibt ein Vehikelsystem auf Paraffinbasis mit einem Wasseranteil unter
1%, das ohne Okkluson nach 45-60min ene ca 180min anhatende gute
Lokalanasthesie der Haut bewirken soll. Darin sind Lidocain und Prilocain im Verhdtnis
3:1 kombiniert. Als besonders vorteilhaft wird die gute Lagerstabilitdt hervorgehoben [34].

Ein etwas anderes Wirkprinzip liegt dem von WooOLFSON und MCCAFFERTY entwickelten
Produkt zugrunde, fur das ebenfalls eine gute und schnelle |okal anésthetische Wirksamkeit
nachgewiesen wurde[229]. Es enthdlt Tetracain in 4 %iger Konzentration und ist in
Grofbritannien unter dem Namen Ametop® Gel zugel assen [231].
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Tetracain (Amethocain) gehort in die Gruppe der Ester-Lokalanésthetika und besitzt
aufgrund seiner starken Lipophilie eine hohe, dem Bupivacain vergleichbare lokal-
anasthetische Potenz bei langer Wirkdauer. Mit einem pK;Wert von 8,5 liegt es im
Gewebe Uberwiegend dissoziiert vor und weist einen eher langsamen Wirkungseintritt auf.
Nach Untersuchungen von MCCAFFERTY et a. zeigt Tetracain neben Lidocain in vitro die
hochsten Fluxraten der untersuchten Substanzen [125]. Seine Besonderheit gegeniber
anderen Lokalanasthetika liegt darin, dass Tetracain bei Hydratisierung eine ausgepragte
Schmelzpunktdepression von ca. 42 °C auf 29-32°C erféhrt. Das bedeutet, dass der
Arzneistoff in einem wasserhaltigen System wie Ametop® Gel bei Raumtemperatur as
suspendierter Feststoff vorliegt, der sich beim Auftragen auf die Haut infolge der damit
verbundenen Temperaturerhdhung in die dlige Base umwandelt und dann eine hohe
thermodynamische Aktivitét besitzt [230].

Bel Untersuchungen an Human- und Schweinehaut konnte gezeigt werden, dass dieses Gel
mit 4% Tetracain zu hoheren Penetrationsraten fuhrt as bei Verwendung von 2%
Wirkstoff, wahrend eine Steigerung auf 6 % keine weitere Verbesserung bewirkt [228].
Dies steht in Ubereinstimmung mit klinischen Daten aus Prick-Testungen, bei denen das
kutane Schmerzempfinden nach einem Nadelstich beurtellt wird. Dabei wurde eine
Verkirzung der Anschlagzeit bei Zunahme der Arzneistoffkonzentration bis 4 %
beobachtet. Eine zum Vergleich getestete O/W-Creme wies erst bei einem Tetracaingehalt
von 12 % eine vergleichbare Wirkung auf [226].

Tetracain kann aufgrund seiner Esterstruktur durch in der Haut befindliche Esterasen
gespalten werden. Jedoch ist die kutane Metabolisierungsrate relativ niedrig, da Tetracain
eine geringe Affinitat zu den unspezifisch wirkenden Enzymen aufweist [227].
Vergleichende Untersuchungen mit EMLA® Creme sind von verschiedenen Autoren
durchgefuhrt worden. Die lokalanasthetische Wirksamkeit wird dabei Uberwiegend als
gleichwertig beurteilt [21] [38]. Wahrend fir EMLA® Creme jedoch eine Applikations-
dauer von 60 min nétig ist, sind nach MCCAFFERTY et al. bei Ametop® Gel bereits nach
30 min lokalanasthetische Effekte nachweisbar [124]. Das spéter entwickelte tetracain-
haltige Pflaster steht dem Gel dabei in seiner Wirksamkeit nicht nach [123].

Neben den klassischen Salbengrundlagen wie in EMLA® Creme und Ametop® Gel werden
in der jungeren Literatur in zunehmendem Mal3e Untersuchungen mit kolloidalen
Arzneistofftragersystemen beschrieben. Zu den besonders eingehend untersuchten
Formulierungen gehdren dabel Liposomenprdparate. So gibt es bereits einige Versuche,
Lokalanasthetika liposomal auf der Haut zu applizieren. Ein von FOLDVARI entwickeltes
derartiges System mit 2 % Tetracain wies eine hohere In-vitro-Freisetzungsrate als die zum
Vergleich getesteten herkdmmlichen Salbengrundlagen auf. Im Prick-Test an Probanden
zeigte sich jedoch unter Okklusion keine deutlich bessere |okal anasthetische Wirksamkeit
[61]. Mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Meerschweinchenhaut konnten
die Liposomen in der Dermis als intakte Partikel nachgewiesen werden [62]. Ein von
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MEezEl und GESZTES entwickeltes Liposomenpraparat wies bereits mit 0,5 % Tetracain
bzw. mit 2 % Lidocain lokalanasthetische Effekte auf, wobei die Okklusionsdauer mit der
Intensitdt und Dauer der Wirksamkeit korrelierte [127]. Leider wurde weder bei FOLDVARI
noch bei Mezel und GEszeTEs EMLA® Creme als Vergleich getestet.

PETERS und MoLL konnten fur Liposomen mit 2 % Tetracain im Prick-Test an Probanden
eine mit EMLA® Creme vergleichbare lokalanasthetische Wirksamkeit nachweisen,
wahrend 2 % Tetracain in Basiscreme DAC signifikant schlechter abschnitt [150]. 5 %
liposomales Tetracain erwies sich bei Untersuchungen von FISHER et a. bei oberfl&chlicher
Anasthesie ads etwas wirksamer im Vergleich zu EMLA® Creme, in tieferen
Epidermisschichten waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant [60]. Nach HUNG et
al. wurde der Schmerz beim Legen einer Venenkanile als geringer empfunden, wenn
vorher unter 60-mintitiger Okklusion statt EMLA® Creme ein Liposomenpraparat mit 5 %
Tetracain aufgetragen wurde. Dieses erzeugte jedoch bel signifikant mehr Patienten
Erytheme und Juckreiz [84].

Von SHARMA et a. sowie SINGH und VYAS wurden liposomale Systeme mit Lidocain
[188] und Benzocain [191] beschrieben, die Uber einen langeren Zeitraum kontinuierliche
Mengen des L okalanasthetikums nach Kinetik 0. Ordnung freisetzen.

Auch der Einsatz einfacher Penetrationsenhancer kann die Wirksamkeit dermaler
L okalanasthetika erhthen. MALLORY et a. berichteten Uber gute lokalanasthetische Effekte
mit 25 % Lidocain in einer Grundlage aus 70 % DM SO und Ethanol [121]. Von MILLER
et a. wird ein System mit Tetracain in Propylenglycol-Lésung empfohlen, wobei der
Arzneistoff zu 60 % als freie Base und 40 % als Hydrochlorid vorliegt [128].

VALENTA et a. untersuchten den Einflul® von lonenpaarbildungen auf die Lidocain-
freisetzung, wobei sich Unterschiede in Abhéngigkeit von der Lipophilie ergaben [212].

Einen ganz anderen interessanten Ansatzpunkt stellt die Anwendung iontophoretischer
Verfahren in der dermalen Lokalanésthesie dar, die bereits von verschiedenen Autoren
beschrieben wurde. SINGH und ROBERTS untersuchten die Lidocainkonzentrationen in
Gewebe und Plasma invitro an Humanhaut und in vivo bel der Ratte. Dabei lief3en sich
nach Durchfihrung von lontophorese hdhere Konzentrationen im Gewebe und geringere
im Plasma detektieren als nach einfacher passiver Diffusion [190]. IRSFELD et al. konnten
nach 10-mindtiger lontophorese einer 5 %igen Lidocainlésung mit Adrenalinzusatz eine
tiefere Lokalanasthesie nachweisen als nach 60 min Applikation von EMLA® Creme unter
Okklusion [85]. Daflr ist die Anésthesiedauer nach Entfernung der Elektroden nur relativ
kurz. Nach Untersuchungen von Moss et al. mit Tetracain hadlt sie nur ca. 10-15 min an
[130].

TACHIBANA und TACHIBANA untersuchten den Einflufd von Ultraschall auf die Penetration
von Lidocain an Maushaut. Dabel konnte die lokalanasthetische Wirksamkeit einer
2 %igen Losung in Kombination mit Ultraschall signifikant gesteigert werden, bei einem
Lidocain-Gel war kein Unterschied festzustellen [198].
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6.2 Entwicklung von lokalanéasthetikahaltigen Mikroemulsionen

Trotz einer Vielzahl von Publikationen zur dermalen Lokalanésthesie gibt es nur sehr
wenige Untersuchungen, die sich mit der Anwendung von Mikroemulsionen auf diesem
Gebiet beschaftigen. Dabel bieten diese kolloidalen Vehikelsysteme aufgrund ihrer
vielfach nachgewiesenen hervorragenden Enhancereffekte an der Haut (siehe Kap. 3.4.4)
sehr gute Voraussetzungen fur das schnelle Eindringen von Wirkstoffen auch in tiefere
Hautschichten.

Zu den wenigen Autoren, die sich bisher an die Entwicklung lokalanasthetikahaltiger
Mikroemulsionen wagten, gehdren ZABKA und BENKOVA. Von ihnen wurde ein W/O-
System mit Pentacainhydrochlorid vorgestellt, das sich an Ratten als lokalanasthetisch
wirksam erwies [233].

CHANGEZ and VARSHNEY entwickelten eine tetracainhydrochloridhaltige W/O-Mikro-
emulsion aus den Komponenten AOT, IPM und Wasser. An der Ratte lief3 sich fur diese
Systeme eine analgetische Wirksamkeit nachweisen, die mit zunehmendem Wassergehalt
im Vehikel anstieg. Hautirritationen wurden nicht festgestellt [36].

Fur die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Systeme konnte mit dem Modellarznei stoff
Hydrocortison eine sehr gute Penetration nachgewiesen werden. Im folgenden Tell soll
deshalb untersucht werden, ob sich die entwickelten Mikroemulsionen auch als geeignet
fur die Applikation von Lokalanasthetika auf intakter Haut erweisen. Dabel wird eine
mindestens mit EMLA® Creme vergleichbare Wirksamkeit méglichst ohne Anwendung
von Okklusionsverbanden angestrebt.

6.2.1 Untersuchungen mit Lidocainhydrochlorid

Den Ausgangspunkt fir die hier beschriebenen Arbeiten stellte die von PISTORIUS
entwickelte W/O-Mikroemulsion dar, die Span®20 und Pluronic® L101 as Tensid-
komponenten sowie IPP als lipophile Phase enthélt [153]. Der zur Bildung eines stabilen
Systems nétige Tensidanteil ist mit 30 % jedoch relativ hoch. In die 5 %ige Wasserphase
wurden 4 % Lidocainhydrochlorid eingearbeitet. Liberationsuntersuchungen am MSMM
ergaben eine Freisetzungsrate von Uber 80 % innerhalb von 30 min nach Applikation. Bei
Penetrationsstudien an exzidierter humaner Mammahaut wurden bereits nach 5min ca
15% und nach 30 min 23 % Arzneistoff in der Haut nachgewiesen, wobel eine relativ
gleichméalige Verteilung Uber die Hautschichten Stratum corneum, Epidermis und Dermis
festgestellt wurde. Dass sich kein Depot im Stratum corneum mit nachfolgendem
Konzentrationsgradienten ausbildet, wie es fur Hydrocortison beobachtet wurde (siehe
Kap. 5.3.2), ist wahrscheinlich der stdrkeren Hydrophilie von Lidocainhydrochlorid
zuzuschreiben. Vergleichbare Konzentrationsprofile wurden auch von ScCHMALFUR fiir die
Penetration von Diphenhydraminhydrochlorid aus W/O-Mikroemulsionen gefunden [179].
Eine as Referenz getestete W/O-Emulsion (Eucerin  cum Aqua) mit 4%
Lidocainhydrochlorid zeigte zu allen untersuchten Zeiten signifikant schlechtere
Penetrationsergebnisse als die Mikroemulsion [153].
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Im Rahmen der Waelterentwicklung der W/O-Mikroemulsion von PISTORIUS versuchte
WIEFEL hdhere Arzneistoffkonzentrationen einzuarbeiten. Dies gelang bis zu einer Menge
von 7 % Lidocainhydrochlorid. AulRerdem lief3 sich ein Tell der Wasserphase durch
DMSO ersetzen [219]. Als néchstes sollte ein Vergleich dieser Systeme mit O/W-Mikro-
emulsionen erfolgen. Die Einarbeitung des Arzneistoffs in das in Kap. 4.1.2 beschriebene
Grundsystem erwies sich jedoch als schwierig. Der Zusatz von Lidocainhydrochlorid
fihrte zu einer so starken Verschiebung des Mikroemulsionsgebietes, dass sich im
untersuchten Bereich keine einphasigen Systeme mehr bildeten. Dieses Problem konnte
durch eine Modifikation in der Zusammensetzung der wassrigen Phase gelost werden.
Wird ein Teil des Propylenglycols durch DMSO ersetzt, bilden sich auch mit 10 %
Lidocainhydrochlorid isotrope Systeme. Dabel fungierte IPP als lipophile Phase. Als
zweiter Arzneistoff wurde Bupivacain ausgewahlt, das eine hohere lokalanasthetische
Potenz als Lidocain besitzt, jedoch bisher nicht derma angewendet wird. Von dessen
Hydrochlorid lassen sich 4% in das O/W-System einarbeiten. Aus diesen
Entwicklungsversuchen resultieren vier Mikroemulsionen folgender Zusammensetzung,
die als Basis fur die weiteren Untersuchungen dienen:

W/O Lidocain-HCI 7%
Span® 20/Pluronic® L101 (2:3) 30 %
Wasser 5%
PP 58 %
W/O - DMSO Lidocain-HCI 5%
Span® 20/Pluronic® L101 (2:3) 30 %
Wasser/DMSO (4:1) 5%
PP 60 %
o/w Lidocain-HCI 10%
Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) 20%
IPP 5%
Wasser/PG/DM SO (2:1:1) 65 %
O/W-B Bupivacain-HCI 4%
Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) 20%
IPP 5%
Wasser/PG/DM SO (2:1:1) 71 %

Die Testung der Liberation erfolgte am MSMM, das bereits in Kap. 5.2.1 ausfuhrlich
beschrieben wurde. Aufgrund der sehr guten Lodlichkeit der Lokalanasthetika-Hydro-
chloride in hydrophilen Medien dienten glycerolhaltige Membranen als Akzeptor (siehe
Kap. 8.5). Durch Verwendung einer Nephrophanmembran as obere Abgrenzung sollte
eine mogliche Penetration wassriger Vehikelbestandteile minimiert werden. Das Vorliegen
von Snk-Bedingungen war fir ale untersuchten Systeme gewéhrleistet. Da bei den lokal-
anasthetikahaltigen Mikroemulsionen vor allem die Geschwindigkeit des Wirkungseintritts
von Bedeutung ist, erfolgten die Messungen nach sehr kurzen Applikationszeiten von 5, 10
und 30 min.
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In Abb. 31 sind die prozentualen Ergebnisse der Liberationsuntersuchungen dargestellt.
Dabel zeigen sich im untersuchten Zeitraum von 5-30 min nach Auftragen der
Mikroemulsion relativ hohe Freisetzungsraten zwischen 55 und 80 %. Beim System W/O
werden bereits innerhalb der ersten 5 min 66 % des Arzneistoffs freigesetzt, eine Menge,
die auch bei langerer Applikationszeit bis 30 min nicht weiter ansteigt. Die Mikroemulsion
W/O-DMSO zeigt dagegen eine initial etwas verzogerte Liberation. Bis 10 min ist ein
Anstieg der freigesetzten Arzneistoffmenge zu verzeichnen, danach bleibt sie konstant. Die
hochste initiale Freisetzungsrate weist die O/W-Mikroemulsion mit Lidocain auf, die
gleichzeitig den hochsten Wirkstoffgehalt der untersuchten Systeme besitzt. Nach 5 min
scheint die Liberation bereits ihren maximalen Wert erreicht zu haben und steigt bis
30 min nicht weiter an. Beim bupivacainhaltigen O/W-System ist bis 10 min ein Anstieg
der freigesetzten Menge zu beobachten, danach bleibt sie konstant.

Ein Vergleich der vier Systeme untereinander zeigt nur geringfligige Unterschiede zu
einzelnen Zeitpunkten. So weist die Mikroemulsion W/O-DMSO nach 5min einen
signifikant geringeren Wert auf, als die anderen drei. Nach 10 und 30 min zeigt W/O die
niedrigsten Freisetzungsraten. Dabel muss jedoch berticksichtigt werden, dass ale
Mikroemulsionen eine andere Arzneistoffkonzentration besitzen und somit ein direkter
Vergleich absoluter Mengen erschwert wird. Die Berechnung prozentualer
Liberationsraten soll vor alem gewéhrleisten, dass ausreichend grof3e Mengen Arzneistoff
aus der Formulierung freigesetzt werden und dieser Vorgang nicht den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fur den Wirkeintritt darstellt. Mit den vier
untersuchten Systemen konnen gemessen an den sehr kurzen Applikationszeiten hohe
Freisetzungsraten erzielt werden.
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Abb. 31: Liberation von Lidocainhydrochlorid bzw. Bupivacainhydrochlorid aus vier
Mikroemulsionen (x + SD, n=5)
* signifikant gegeniiber den anderen drei Mikroemulsionen, p < 0,05
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Eine erste Testung der lokalanasthetischen Wirksamkeit dieser Mikroemulsionen im
Selbstversuch erbrachte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Bei  alen vier
Formulierungen wurde ein Prick-Test bis zu drei Stunden nach Applikation noch als
schmerzhaft empfunden, wahrend die zum Vergleich getestete EMLA® Creme bereits nach
60 min eine komplette Anasthesie erzeugte. Es war kein Unterschied zwischen W/O- und
O/W-Mikroemulsionen feststellbar. Auch der Zusatz von DM SO zum W/O-System fuhrte
nicht zu einer spurbaren Verbesserung der Anésthesiequalitét, wobei die DMSO-
Konzentration von 1 % als gering zu bewerten ist. Eine gréf3ere Menge lief3 sich jedoch bei
einem Gesamtanteil an hydrophiler Phase von 5% nicht einarbeiten. Bei den beiden
getesteten O/W-Mikroemulsionen war kein Unterschied zwischen der mit 10 % Lidocain-
hydrochlorid und jener mit 4 % Bupivacainhydrochlorid feststellbar [221].

Das fuhrt zu dem Schluss, dass die untersuchten Lokalanasthetika-Hydrochloride trotz
guter Freisetzung aus der Mikroemulsion nicht in ausreichendem Mal3e in der Lage sind,
die Penetrationsbarriere Stratum corneum zu tberwinden.

6.2.2 Untersuchungen mit Lidocain in Basenform

Ziel der folgenden Versuche war es, Lidocain als Base in Mikroemulsionen einzuarbeiten.
Dabel sollte wieder ein Vergleich zwischen W/O- und O/W-Mikroemulsionen erfolgen.
Als Ausgangspunkt fur die Entwicklung dienten die in Kap. 6.2.1 bereits verwendeten
Grundsysteme. In die O/W-Mikroemulsion lief3en sich ohne Schwierigkeiten 5% Lidocain
inkorporieren. Der Zusatz dieses Arzneistoffs zu dem W/O-System von PISTORIUS hatte
eine Phasentrennung zur Folge. Bei verschiedenen Versuchen zur Entwicklung einer
geeigneten W/O-Mikroemulsion wurde festgestellt, dass die bereits fur O/W-Systeme
verwendete Tensidmischung Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) in Gegenwart von 5%
Lidocain mit IPP und Wasser ebenfalls ein isotropes W/O-System bildet. Diese Mischung
wurde fur die weiteren Untersuchungen als W/O-Mikroemulsion verwendet.

Wird die gut wirksame EMLA® Creme hinsichtlich ihrer Zusammensetzung genauer
betrachtet, so falt auf, dass auRer der Verwendung der Lokaanasthetika in Basen- statt in
Salzform noch ein anderer Unterschied zu den bisher getesteten Mikroemulsionen besteht:
Bedingt durch das zur Herstellung verwendete Natriumhydroxid besitzt EMLA® Creme
einen pH-Wert von ca. 9. Einerseits dient NaOH zur Neutraliserung des Carbomers,
andererseits bewirkt das Vorhandensein des alkalischen Milieus, dass ein grol3erer Anteil
des Lokalanasthetikums in der unprotonierten Basenform vorliegt, die aufgrund ihrer
Lipophilie das Stratum corneum besser durchdringen kann. Die o. g. O/W-Mikroemulsion
erweist sich auch als stabil, wenn statt Wasser Sorensen-Clark-Puffer pH=11 zur
Herstellung verwendet wird. Das Gesamtsystem besitzt dann einen pH-Wert zwischen 8
und 9 und diente mit einem Lidocaingehalt von 5 % als dritte Testmikroemulsion. Bel dem
W/O-System gelang es aufgrund des geringen Wasseranteils von 5 % nicht, mit Hilfe eines
Puffers einen akalischen pH-Wert der Gesamtmikroemulsion zu erreichen. Um den
Einfluss des pH-Werts getrennt von der penetrationsfordernden Wirkung der
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Mikroemulsion zu untersuchen, wurde auf3erdem eine Basiscreme DAC mit diesem Puffer
statt Wasser hergestellt und als Vergleichsvehikel mit getestet. Die Creme wies einen pH-
Wert von ca. 9 auf.

Insgesamt resultieren aus diesen Entwicklungsversuchen mit Lidocain in Basenform
folgende vier Vehikel, mit denen die nachfolgend beschriebenen Testungen durchgefihrt
wurden:

W/O Lidocain 5%
Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) 20%
Wasser 5%
IPP 70 %
o/wW Lidocain 5%
Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) 20%
IPP 5%
Wasser/PG/DM SO (2:1:1) 70 %
O/W pH 9 Lidocain 5%
Tween® 80/Pluronic® L101 (2:3) 20%
IPP 5%
Puffer/PG/DM SO (2:1:1) 70 %
BCpH9 Lidocain 10 %
Basiscreme DAC 90 %

(hergestellt mit Puffer)

Fur die Freisetzungsunter suchungen am MSMM wurden dodecanolhaltige Membranen
verwendet. Aufgrund der ausgezeichneten Lodlichkeit von Lidocain in Dodecanol
(493 mg/ml) liegt der Anteil der Akzeptorséttigung bel Testung 10 %iger Formulierungen
selbst bei maximal mdglicher Freisetzung deutlich unter 10 %, so dass Snk-Bedingungen
garantiert werden konnten.

Abb. 32 zeigt die Ergebnisse der Liberationsuntersuchungen. Bei den Systemen W/O und
O/W sowie bei der BasiscremepH 9 zeigt sich eine Zunahme der freigesetzten
Lidocainmenge Uber den Untersuchungszeitraum, wahrend die Mikroemulsion O/W pH 9
offensichtlich bereits nach 5 min ihre héchstmégliche Liberationsrate erreicht hat, denn bis
30 min ist kein weiterer Anstieg zu verzeichnen. Die drei Mikroemulsionen weisen mit
Uber 50 % Freisetzung innerhalb von 5 min nach Applikation ale sehr gute Ergebnisse auf
und unterscheiden sich bis 10 min nicht signifikant voneinander. Nach 30 min zeigt W/O
das beste Liberationsergebnis. In diesem Zusammenhang muss jedoch auf die
eingeschrankte Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Vehikel hingewiesen werden.
Aufgrund des hohen IPP-Antells im System W/O kann ein Eindringen von
Vehikelbestandteilen in den Akzeptor nicht génzlich ausgeschlossen werden. Um fur die
vier zu vergleichenden Systeme eine einheitliche Versuchsanordnung zu gewahrleisten,
wurde auch beim System W/O auf die von Schmalful3 fur W/O-Mikroemulsionen
vorgeschlagene Nephrophanmembran zur Abgrenzung des Vehikels vom Akzeptor
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verzichtet. Die Basiscreme pH 9 zeigt von den vier untersuchten Formulierungen zu allen
drei Zeiten die prozentua niedrigsten Freisetzungsraten. In Anbetracht der Tatsache, dass
sie mit 10 % Lidocain die doppelte Arzneistoffkonzentration der Mikroemulsionen besitzt,
ist die freigesetzte absolute Menge an Arzneistoff jedoch deutlich héher.

Insgesamt betrachtet ist die Freisetzung von Lidocain aus allen Vehikeln gemessen an den
kurzen Versuchszeiten as gut bis sehr gut einzuschdtzen und folglich nicht der
limitierende Faktor fur die nachfolgende Penetration in die Haut.
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Abb. 32: Liberation von Lidocain aus drei Mikroemulsionen und Basiscreme pH 9 (x + SD, n=5)

Die lokalanéasthetische Wirksamkeit dieser vier Systeme wurde zunéchst ebenfalls im
Selbstversuch mit Hilfe eines Prick-Tests bewertet, wobei sich Unterschiede zwischen den
Préparaten abzeichneten. Als am schnellsten und besten wirksam erwies sich die
Mikroemulsion O/W pH 9. Mit einem Wirkeintritt nach 60 min und einer Wirkdauer bis
ber das Versuchsende (3h) hinaus ist sie mit EMLA® Creme vergleichbar.
L okalanasthetische Wirksamkeit zeigt auch die Basiscreme pH 9 mit Lidocain. Jedoch
setzt die Wirkung trotz doppelt so hoher Konzentration im Vehikel etwas spéter ein und ist
weniger stark ausgepragt als bei O/W pH 9. Uberraschend schlecht schneidet die
Mikroemulsion O/W ohne pH-erhdhenden Puffer ab. Sie wirkt deutlich schwécher
lokalanasthetisch als BCpH 9. Am geringsten ausgepragt ist die Anasthesie nach
Applikation des Systems W/O. Erst nach 3 h wurde eine leichte Schmerzreduktion spiirbar
[221].

Der Vergleich dieser Systeme zeigt, dass die beste |okal anasthetische Wirksamkeit mit den
Prdparaten erzielt wird, die nicht nur Lidocain in Basenform enthalten, sondern
gleichzeitig einen alkalischen pH-Wert aufweisen. Im neutralen pH-Bereich wird der
Uberwiegende Anteil des Lidocains bedingt durch den pK,Wert von 7,9 protoniert und
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kann in diessr Form nicht in ausreichendem Mal3e durch das Stratum corneum
diffundieren. Das wird besonders beim Vergleich der beiden O/W-Mikroemulsionen
deutlich, die nicht in der Zusammensetzung sondern lediglich im pH-Wert differieren, aber
deutliche Unterschiede in der Wirksamkeit aufweisen. Ein Vergleich zwischen
Mikroemulsion und der Basiscreme als Vertreter einer klassischen Salbengrundlage bei
gleichem pH-Wert deutet auf Vortelle des kolloidaen Systems hin. Bel geringerer
Lidocainkonzentration wird mit der Mikroemulsion eine schnellere und stérkere
Lokalanasthesie erzielt als mit der Creme. Dagegen wird die Effektivitaét kaum davon
beeinflusst, ob eine Mikroemulsion vom Typ O/W oder W/O verwendet wird.

Insgesamt betrachtet scheinen die Vehikeleffekte offensichtlich eine geringere Rolle fir
die Wirksamkeit zu spielen, as die Form, in der das Lokaanasthetikum vorliegt.
Zusammenfassend kénnen folgende zwei wesentliche Voraussetzungen fir ein rasch und
gut lokalanasthetisch wirksames Préparat abgeleitet werden: Der Arzneistoff sollte in
seiner lipophilen Basenform verwendet und in einem Vehikel eingebettet werden, das
einen alkalischen pH-Wert besitzt.

Penetrationsunter suchungen an exzidierter Humanhaut konnten aufgrund deren stark
limitierter Verfugbarkeit nur mit zwei Systemen durchgefuihrt werden. Dazu wurden die
beiden im Prick-Test am besten wirksamen Formulierungen, die Mikroemulsion O/W pH 9
und die Basiscreme mit Lidocain BC pH 9, ausgewahlt. Die Durchfiihrung erfolgte mit der
in Kap. 5.3.1 bereits beschriebenen Diffusionszelle nach FRANZ und der in Kap. 8.6
erlauterten Methode.

In den folgenden beiden Abbildungen sind die aus der Mikroemulsion (Abb. 33) und der
Basiscreme (Abb. 34) in die einzelnen Hautschichten penetrierten Mengen an Lidocain
graphisch dargestellt. Bei beiden Systemen wurde der prozentual gréfte Anteil in der
Dermis nachgewiesen, die auch die dickste Hautschicht ist. Die hochste
Arzneistoffkonzentration weist das Stratum corneum auf. Der Gradient zur |ebenden
Epidermis ist dabei deutlich geringer ausgeprégt, als bei den hydrocortisonhaltigen
Systemen, bei denen Unterschiede von 2-3 Zehnerpotenzen zwischen den beiden
Hautschichten nachgewiesen wurden (siehe Kap. 5.3.2). Das bedeutet, weder nach
Applikation der Mikroemulsion noch der Basiscreme mit Lidocain bildet sich en
Arzneistoffreservoir im Stratum corneum aus. Sicherlich bietet die Fahigkeit der
Lokalanasthetika, sich in Abhangigkeit vom pH-Wert des umgebenden Gewebes von der
lipophilen Base in die protonierte Form umwandeln zu konnen, gunstige V oraussetzungen
far die Diffuson im hydrophilen Milieu von Epidermis und Dermis. Der
K onzentrationsgradient zwischen diesen beiden Hautschichten ist noch geringer ausgepragt
as der zwischen Stratum corneum und Epidermis. Leider konnte bel den Penetrations-
studien keine weitere Differenzierung innerhalb der Hautschichten vorgenommen werden,
denn die analytische Auswertung mittels HPLC erforderte das Poolen der Schnitte zu
jewells einer Probe pro Hautschicht.
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Abb. 34: Penetration von Lidocain aus der Basiscreme BC pH 9 in exzidierte Humanhaut

(x £ SD, n=3)

Die im Akzeptor gefundenen prozentualen Mengen liegen bel beiden Vehikeln in der
gleichen GroRRenordnung wie die in der Haut detektierten Anteile. Auch in dieser Hinsicht
unterscheidet sich die lidocainhaltige Mikroemulsion von der in Kap. 5.3.2 untersuchten
mit Hydrocortison, bel der im Akzeptor eine 20-100 mal gréf3ere prozentuale Menge
Arzneistoff im Vergleich zu den beiden lebenden Hautschichten gefunden wurde.
Einschrankend muss dazu angemerkt werden, dass diese Versuche Uber einen léngeren
Zeitraum durchgefuhrt wurden, was ebenfalls zu einer hoheren Akzeptorkonzentration
beitragen kann.
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Im Verhdltnis zu den sehr kurzen Versuchszeiten sind die in die Haut penetrierten
Lidocainmengen als relativ hoch zu beurteilen. Zwischen den Ergebnissen der Versuche
mit 10 und 30 min Applikationsdauer ist bei beiden Formulierungen im Stratum corneum
und im Akzeptor, bei der Basiscreme auch in der Dermis ein Anstieg der Konzentration zu
erkennen.

Ein Vergleich der beiden untersuchten Formulierungen zeigt eine @hnliche Verteilung des
Arzneistoffs zwischen den Hautschichten und dem Akzeptor. Insgesamt wurden nach
Applikation der Mikroemulsion jedoch in alen untersuchten Kompartimenten hoéhere
Lidocainkonzentrationen erreicht, obwohl deren Wirkstoffgehalt mit 5 % nur halb so hoch
wie der der Basiscreme ist. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 graphisch dargestellt.
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Abb. 35: Vergleich der Lidocainkonzentrationen in Stratum corneum (), lebender Epidermis (b) und Dermis
(c) sowie der in den Akzeptor permeierten Lidocainmengen (d) nach Applikation der
Mikroemulsion (O/W pH 9) und der Basiscreme (BC pH 9) (x + SD, n=3)

Diese Penetrationsuntersuchungen belegen die bereits nach den Voruntersuchungen
postulierte Uberlegenheit der Mikroemulsion mit 5 % Lidocain gegentiber der Basiscreme
DAC mit doppelter Arzneistoffkonzentration.
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6.2.3 Vergleich verschiedener Lokalanasthetika

In den bisherigen Untersuchungen stand die Frage der Entwicklung einer geeigneten
Mikroemulsion as Grundlage fir die Inkorporation von Lokalanésthetika im Vordergrund.
Dabei kristallisierte sich das System O/W-L pH 9 in Prick-Testungen und Penetrations-
studien a's das am besten wirksame heraus. Diese Mikroemulsionsgrundlage sollte deshalb
als Basis fur weitere Untersuchungen dienen mit dem Ziel, verschiedene lokal anasthetische
Wirkstoffe zu vergleichen.

Dabei ergab sich zundchst folgendes Problem. Der bisher verwendete Emulgator
Pluronic® L101stand nicht mehr in ausreichender Menge zur Verfiigung und war von der
Firma nicht mehr erhdtlich. Als Alternative wurde das Produkt Synperonic® PE L101
einer anderen Firma getestet, das laut Herstellerinformation eine mit Pluronic® L101
identische Zusammensetzung aufweist. Leider bildete sich nach Austausch dieses
Emulgators mit der in Kap. 6.2.2 beschriebenen Zusammensetzung fir das System
O/W pH 9 keine Mikroemulsion. Der Grund liegt vermutlich in Differenzen im Polymeri-
sierungsgrad, die bel polymeren Tensiden héufig auftreten. Als Folge davon kann sich ein
Mikroemulsionsgebiet im Phasendiagramm so weit verschieben, dass in der bisherigen
Zusammensetzung kein isotropes System mehr entsteht. Dieses Problem ist auch von
anderen Autoren bel Verwendung verschiedener Chargen des gleichen Emulgators
beschrieben worden [98] [232]. Folglich war eine erneute Modifizierung in der
Zusammensetzung der Mikroemulsion notwendig. Dabel wurden verschiedene
Mischungen mit den Komponenten Propylenglycol, DM SO und Sorensen-Clark-Puffer als
wassrige Phase getestet, wahrend die lipophile Phase mit 5 % IPP und die Emulgatoren in
Menge und Verhdltnis zueinander unveréndert blieben. Einige dieser Systeme erwiesen
sich as thermodynamisch stabil. Aus diesen wurde als Basismikroemulsion fir die
weiteren Untersuchungen das bereits in Kap. 4.1.2 vorgestellte System mit einer
hydrophilen Phase aus Puffer und Propylenglycol 1:2 ausgewahit.

Basierend auf dieser Grundlage versuchte GRAFE, verschiedene Lokalan&sthetika in
vergleichbaren Konzentrationen in die Mikroemulsion einzuarbeiten [76]. Das gelang
problemlos mit Lidocain in 5 und 10 %iger Konzentration. Auch ein Zusatz von 10 %
Ethanol, dessen penetrationsbeeinflussender Effekt in Mikroemulsionen in diesem
Zusammenhang mit untersucht werden sollte, fuhrte zu keinerlei Stabilitétsverlust. Enthielt
die hydrophile Phase zusdtzlich zu Puffer und Propylenglycol noch DMSO, war zur
Bildung eines thermodynamisch stabilen Systems ein gewisser Ethanolanteil erforderlich.
Auf der Suche nach anderen lokalanasthetischen Arzneistoffen, die sich fur die dermale
Anwendung eignen, fiel die Wahl zunéchst auf die in EMLA® Creme verwendete
eutektische Mischung aus Lidocain und Prilocain. Als Problem ergab sich dabei, dass
Prilocain nur in Hydrochloridform kommerziell erhdtlich ist. So stellte sich zunéchst die
Aufgabe, die frele Basenform aus dem Hydrochlorid herzustellen. Die in Kap. 8.7
beschriebene Methode durch Extraktion mit Ether im alkalischen Milieu erwies sich dabei
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als gut geeignet. Die auf diesem Wege erhaltene 6lige Base von Prilocain wurde im
Masseverhdtnis 1:1 mit Lidocain versetzt. Die entstandene eutektische Mischung weist bel
Raumtemperatur eine dlartige, dickflissige Konsistenz auf. Bei Inkorporation in die
Basismikroemulsion entstanden mit 5 und 10 % Arzneistoff mit und ohne Ethanolzusatz
stabile optisch isotrope Systeme.

Als weniger erfolgreich erwiesen sich diese Versuche mit Bupivacain. Dieser Arzneistoff
wurde aufgrund seiner stérkeren Wirksamkeit als drittes L okalandsthetikum ausgewahlt. Er
musste ebenfalls erst durch Extraktion aus der Hydrochloridform hergestellt werden. Die
Einarbeitung in die Basismikroemulsion hatte jedoch eine Phasentrennung zur Folge. Auch
zahlreiche Modifikationen der hydrophilen Phase mit Puffer, Propylenglycol, DMSO und
Ethanol in verschiedenen Mischungen flhrten nicht zum gewinschten Erfolg. Deshalb
wurde im nachsten Schritt versucht, IPP gegen andere lipophile Komponenten
auszutauschen. Von den getesteten Substanzen erwies sich Olsiure as die einzig
geeignete. Trotzdem war fUr die Bildung thermodynamisch stabiler Systeme die
gleichzeitige Anwesenheit von Ethanol essentiell. Zur Inkorporation von 10 % Bupivacain
war z. B. ein Mindestanteil von 20 % dieses Alkohols erforderlich. Zusétzlich musste das
bisher verwendete Puffersystem gegen 1M NaOH ausgetauscht werden. Trotz deren
hoherer Basizitét resultierte fur die bupivacainhaltige Mikroemulsion ein Gesamt-pH-Wert
von nur 7,8, wahrend bel den Systemen mit Lidocain und Prilocain Werte zwischen 8,5
und 9,1 gemessen wurden.

Aus diesen Entwicklungsversuchen wurden folgende funf Mikroemulsionen fur die
nachfolgenden Untersuchungen ausgewahlt:

ME-L Lidocain 10 %
Tween® 80/Synperonic® PE L101 (2:3) 20 %
IPP > %
Puffer/PG (1:2) 65 %
ME-L EtOH Lidocain 10 %
Tween® 80/Synperonic® PE L101 (2:3) 20 %
PP 5 %
Puffer/PG (1:2) 55 %
Ethanol 10 %
ME-L DMSO  Lidocain 10 %
Tween® 80/Synperonic® PE L101 (2:3) 20 %
IPP > %
Puffer/PG/DM SO (2:2:1) 55 %
Ethanol 10 %
ME-L/P Lidocain 5%
Prilocain 5%
Tween® 80/Synperonic® PE L101 (2:3) 20 %
PP 5 %
Puffer/PG (1:2) 55 %

Ethanol 10 %
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ME-B Bupivacain 10%
Tween® 80/Synperonic® PE L101 (2:3) 20 %
Olsaure 10 %
1 M NaOH/PG (1:2) 40 %
Ethanol 20 %

Untersuchungen zur Liberation der Arzneistoffe aus diesen Mikroemulsionen nach 5, 10
und 30 min wurden am MSMM mit Dodecanolmembranen durchgeftihrt [76]. Dabel
konnten fur Lidocain und Prilocain bel Verwendung von drei Membranen Snk-
Bedingungen gewéhrleistet werden. Bupivacain, das eine im Vergleich zu Lidocain
funffach geringere Loslichkeit in Dodecanol aufweist, erreicht im Falle einer maximalen
Freisetzung aus der Mikroemulsion eine Akzeptoraus astung von 40 %. Obwohl dies nicht
mehr Snk-Bedingungen entspricht, wurden die Liberationsversuche fur dieses System aus
Grunden der Vergleichbarkeit unter den selben Bedingungen durchgefiihrt. Die
resultierenden Ergebnisse sind in Abb. 36 veranschaulicht.

Dabel wird deutlich, dass sich die lidocainhaltigen Systeme mit und ohne Ethanol nicht
signifikant unterscheiden. Bel beiden nimmt die Freisetzung zwischen 5 und 10 min zu,
steigt bis 30 min jedoch nicht weiter an. Zusatz von DMSO erhéht nicht nur die initia
freigesetzte Lidocainmenge, sondern zeigt vor allem beim 30-min-Wert einen signifikanten
Anstieg gegentber den kirzeren Zeiten und auch im Vergleich zu den Mikroemulsionen
ohne DM SO. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Zusatz von DM SO zu einer
verbesserten Freisetzung von Lidocain aus der O/W-Basismikroemulsion fuhrt. Dieser
Unterschied im Vergleich zu den Ergebnissen aus Kap. 6.2.1, bei denen die Freisetzung
von Lidocainhydrochlorid aus W/O-Mikroemulsionen durch DMSO-Zusatz nicht
beeinflusst wurde, basiert wahrscheinlich auf der zehnfach hheren DM SO-Konzentration
im O/W-System. Die Anwesenheit von Ethanol scheint dagegen keinen nennenswerten
Einfluss auf die Lidocainfrei setzung auszutiben.

Beim Vergleich der drel untersuchten Arzneistoffe zeigt die Lidocain-Prilocain-Mischung
die besten Liberationsergebnisse. Bereits nach 5min wurde eine im Vergleich zu den
anderen beiden Wirkstoffen signifikant grof3ere Menge freigesetzt. Bis 30 min ist ein
weiterer Anstieg zu verzeichnen, wobel die Unterschiede dann nicht mehr als signifikant
zu bewerten sind. Die Freisetzung der beiden Arzneistoffe Lidocain und Prilocain aus dem
System ME-L/P erfolgte in etwa gleichen Mengen. Deshab wurde bei der graphischen
Darstellung in Abb. 36 der Mittelwert der prozentualen Freisetzungsraten beider
Wirkstoffe zugrunde gelegt. Bupivacain zeigt eine geringe initiale Freisetzung. Zwischen
dem 5- und 10-min-Wert zeichnet sich jedoch ein deutlicher Anstieg ab.

Insgesamt betrachtet sind die Liberationsergebnisse aller Systeme als gut einzuschétzen.
Bereits 10 min nach Applikation ist aus allen untersuchten Mikroemulsionen Uber die
Hélfte des Arzneistoffs freigesetzt worden.
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Abb. 36: Liberation von Lidocain (L), Prilocain (P) und Bupivacain (B) aus O/W-Mikroemulsionen
(x + SD, n=5) nach [76]
* signifikant gegentiber ME-L und ME-L-EtOH, p < 0,05
** gignifikant gegentiber ME-L, ME-L-EtOH und ME-B, p < 0,05

Die lokalanasthetische Wirksamkeit der Mikroemulsionen wurde im Rahmen einer
klinischen Studie im Prick-Test an Probanden untersucht. Der Ablauf der Testung ist in
Kap. 8.8 ndher beschrieben. Alle Systeme wurden nicht nur untereinander verglichen,
sondern auch gegen den entsprechenden Blindwert (Mikroemulsionsgrundlage ohne
Wirkstoff) getestet. Aus mathematisch-statistischen  Grunden  wurden  keine
Standardabweichungen ermittelt (siehe Kap. 8.10). Abb. 37 zeigt die Ergebnisse der
Mikroemulsionen mit 10 % Lidocain. Darin wird deutlich, dass sich das Basissystem
ME-L erst nach 120 min signifikant vom Blindwert unterscheidet und folglich erst nach
dieser Zeitspanne eine lokalanasthetische Wirkung nachweisbar ist. Der Zusatz von 10 %
Ethanol fuhrt zu keiner deutlichen Verbesserung der Wirksamkeit, denn die ethanolhaltige
Mikroemulsion unterscheidet sich zu keinem Zeitpunkt signifikant vom Grundsystem.
Dieses Ergebnis ist nicht 0Uberraschend, nachdem beide Formulierungen bereits
vergleichbare Liberationsergebnisse erbracht hatten. Allerdings ist bee ME-L EtOH im
Vergleich zur arzneistofffreien Grundlage bereits nach 60 min eine |okalanasthetische
Wirksamkeit nachweisbar. Die dritte lidocainhaltige Mikroemulsion enthielt zusétzlich
DMSO. Trotz der guten Liberationsergebnisse liel3 sich eine stérkere |okalanasthetische
Wirksamkeit nur beim 30-min-Wert nachweisen, nach 60 und 120 min waren keine
signifikanten Unterschiede zu den beiden anderen Mikroemulsionen feststellbar.
Offensichtlich wird der Lidocaintransport in die Haut nur in der Anfangsphase durch
DM SO erhoht.



L okalanésthetikahaltige Systeme Seite 79

] *

B 5min
[ ] 10 min
B 30 min
[ ] 60min
B 120 min

Schmerzskala

l\_/IE—T_ BW ME-L EtOH _BV\/_ ME-[ DK/ISO BW

Abb. 37: Im Prick-Test ermittelte lokal anastheti sche Wirksamkeit verschiedener Mikroemulsionen mit 10 %
Lidocain im Vergleich zum jeweils zugehtrigen Blindwert (BW) (x , n=10)
(Schmerzskala: 5 = maximaler Schmerz, 0 = kein Schmerz)
* signifikant gegentiber zugehérigem Blindwert mit p < 0,05

Ein Vergleich der lokalanadsthetischen Wirksamkeit verschiedener Arzneistoffe in
Mikroemulsionen ist in Abb. 38 dargestellt. Als Referenz wurde EMLA® Creme in die
Testung einbezogen, das unter den in Deutschland fir diese Indikation zugelassenen
Fertigarzneimitteln am besten wirksame Pr8parat.

Da sich stabile Systeme mit Bupivacain nur in Anwesenheit von Ethanol bilden, erfolgte
eine Gegenuberstellung der ethanolhaltigen Mikroemulsionen der drei Arzneistoffe. Dabel
fallt auf, dass das System mit der eutektischen Mischung aus Lidocain und Prilocain
bereits nach 30 min eine lokalanasthetische Wirkung zeigt. Dies ist bel alleiniger
Anwesenheit von Lidocain erst nach 60 min der Fall. Hier zeichnet sich eine Korrelation
Zu den Liberationsergebnissen ab. Im direkten Vergleich dieser beiden Mikroemulsionen
zeigt ME-L/P ab einem Zeitpunkt von 30 min eine signifikant bessere |okalanasthetische
Wirksamkeit als ME-L EtOH. Stellt man die Ergebnisse denen der EMLA® Creme
gegentiber, so erweisen sich die beiden Vehikel mit der Lidocain-Prilocain-Mischung bis
zu 60 min nach Applikation als gleichwertig, danach ist die Mikroemulsion signifikant
stérker wirksam. Beim Vergleich von ME-L EtOH mit EMLA® Cremeist die Wirksamkeit
der Mikroemulsion nach 30 min geringer, danach vergleichbar mit dem kommerziellen
Préparat. Das bedeutet, ME-L EtOH weist bei gleicher Wirksamkeit einen langsameren
Wirkeintritt als EMLA® Creme auf.

Im Vergleich der drei Lokalanasthetika schneidet Bupivacain eindeutig am schlechtesten
ab. Zu keiner Zeit war ein signifikanter Unterschied zwischen dem arzneistoffhaltigen und
dem arzneistofffreien System nachweisbar. Dafir sind ME-L/P und EMLA® Creme ab
30 min Applikationsdauer eindeutig besser wirksam. Die Unterschiede zu ME-L EtOH sind
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dagegen nicht als signifikant zu bewerten. Zusétzlich traten bei ME-B nach einer Lagerzeit
von einigen Tagen Stabilitatsprobleme auf. Die Mikroemulsion féarbte sich orange, was auf
eine Zersetzung von Bupivacain hindeutet. Wahrscheinlich wird im alkalischen Milieu die
Amidbindung des Arzneistoffs gespalten und die entstehende Aminogruppe durch
Luftsauerstoff oxidiert.

B 5min
< N NN [ ] 10 min
7‘,:‘, B 30 min
5 1 ||[] 60min
% """ B 120 min
)

ME-LEtOH BW ME-L/P ME-B BW-B EMLA® Creme

Abb. 38: Im Prick-Test ermittelte |okalanasthetische Wirksamkeit von Mikroemulsionen mit je 10 %
Lidocain (L), Lidocain-Prilocain-Mischung (L/P) oder Bupivacain (B) im Vergleich zum jeweils
zugehorigen Blindwert (BW firr L und L/P, BW-B fiir B) und zu EMLA® Creme (X , n=10)
(Schmerzskala: 5 = maximaler Schmerz, 0 = kein Schmerz)

* signifikant gegentiber zugehdrigem Blindwert mit p < 0,05
** gignifikant besser wirksam as EMLA® Creme, p < 0,05

Die parallel zur Schmerzwahrnehmung getestete Beriihrungsempfindlichkeit nahm im
untersuchten Zeitraum bei keiner der Formulierungen signifikant ab. Das zeigt, dass die
untersuchten Mikroemulsionen die fir die Weiterleitung des Schmerzempfindens
zustandigen C-Fasern des Nervengeflechts blockieren, jedoch kaum an den dickeren AB-
Fasern, die die Beriihrungsreize weiterleiten, angreifen (siehe Kap. 6.1.1).

Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse der Untersuchungen dieses Kapitels
folgendermal3en bewerten: Ein Vergleich der drei Mikroemulsionen mit 10 % Lidocain
zeigt nur geringe Unterschiede im Liberationsverhalten und in der |okalan&sthetischen
Wirksamkeit am Probanden. Das bedeutet, dass der Zusatz von Ethanol und DM SO in den
verwendeten Konzentrationen die Penetration von Lidocain aus der Mikroemulsion in die
Haut nicht signifikant steigert. Dagegen lassen sich die drel untersuchten Arzneistoffe nach
ithrer Wirksamkeit in einer eindeutigen Rangfolge einordnen: Die eutektische Mischung
von Lidocain und Prilocain fuhrt auch bei Applikation in einer Mikroemulsion zu einer
stérkeren und schnelleren dermalen Anasthesie als Lidocain. Dieses Ergebnis war etwas
Uberraschend, da fur das in der Mikroemulsion vollsténdig gel6ste Lidocain eine dhnlich



L okalanésthetikahaltige Systeme Seite 81

hohe thermodynamische Aktivité wie fur die bei Hauttemperatur fllssige eutektische
Mischung vermutet worden war. Als etwas enttduschend erwies sich die Tatsache, dass
ME-L/P erst nach 120 min besser und ME-L EtOH nach 30 min sogar schlechter wirksam
war as EMLA® Creme, die nur eine halb so hohe Arzneistoffkonzentration aufweist.
ME-B zeigte trotz des Wirkstoffs mit der hochsten lokaanasthetischen Potenz die
schlechteste Wirksamkeit. Diese Erkenntnis korreliert jedoch mit Ergebnissen von
MCCAFFERTY et al., die bel Untersuchungen mit verschiedenen Lokalanasthetika in vitro
keine Penetration von Bupivacain aus einer Creme nachweisen konnten [125].

6.2.4 Optimierung der Mikroemulsion mit Lidocain/Prilocain

In den vorangegangenen Untersuchungen mit verschiedenen Lokalanasthetika in
Mikroemulsionen hatte sich die eutektische Mischung aus Lidocain und Prilocain as am
besten wirksam erwiesen. Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte im Folgenden eine
weitere Optimierung dieses Systems zur dermalen Anwendung erfolgen und die
Wirksamkeit verschiedener Arzneistoffkonzentrationen untersucht werden.

Zuné&chst wurde der Frage nachgegangen, ob die Anwesenheit von | PP as lipophile Phase
fur eine Mikroemulsion mit Lidocain/Prilocain Uberhaupt notwendig ist, da diese
Mischung bel Raumtemperatur bereits in flissiger Form vorliegt und nicht erst gelost
werden muss. Untersuchungen dazu zeigten, dass sich in Abwesenheit von IPP mit der
Lidocain/Prilocain-Mischung als lipophile und Puffer/PG als hydrophile Phase ebenfalls
thermodynamisch stabile Systeme bildeten. Die beiden Phasen weisen in den verwendeten
Konzentrationen ohne Tensid nur eine begrenzte Mischbarkeit auf, folglich entsprechen sie
der Definition von Mikroemulsionen nach Kap. 3.1. Es lief3en sich sogar grof3ere
L okal anasthetikamengen einarbeiten, als in die IPP-haltigen Systeme. In Anwesenheit von
Ethanol erwiesen sie sich im Vergleich zu den bisherigen Mikroemulsionen als stabiler.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fur alle weiteren Versuche IPP-freie Systeme
verwendet.

Um spéter verschiedene Arzneistoffkonzentrationen vergleichen zu konnen, sollte
weiterhin untersucht werden, welcher maximal mdogliche Lidocain/Prilocain-Gehalt in
der Mikroemulsion erzielt werden kann. Dabei ergab sich fir das Grundsystem eine
Hochstkonzentration von 25 % der eutektischen Mischung. Uberschreitung dieses Gehalts
hatte eine Phasenseparation zur Folge. Bei Zusatz von Ethanol lief3en sich sogar noch
groRere Mengen enarbeiten. Problematischer war die Herstellung DM SO-haltiger
Mikroemulsionen mit Lidocain/Prilocain. Wie bei den in Kap. 6.2.3 beschriebenen
lidocainhaltigen Systemen war ein entsprechender Mindestgehalt an Ethanol erforderlich,
der mit der Hohe der Arzneistoffkonzentration zunahm.

Im Hinblick auf eine spétere praktische Anwendung am Patienten ist der bisher zur
pH-Erhéhung verwendete Sorensen-Clark-Puffer aufgrund seines Gehalts an Borséaure
nicht als optimal zu betrachten. Als néchstes stellte sich deshalb die Aufgabe, diesen Puffer
Zu substituieren, wobei der pH-Wert der Mikroemulsion erhalten bleiben sollte. Dazu
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schien 0,1 M NaOH am besten geeignet zu sein, da sie der Hauptbestandteil des Puffersist.
Bel Untersuchungen =zur Stabilitét dieser Mikroemulsion mit verschiedenen
Lidocain/Prilocain-Konzentrationen zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zum
pufferhaltigen System. Mit 25 % Arzneistoff bildete sich keine Mikroemulsion, wahrend
die Systeme mit 20 und 15 % Lidocain/Prilocain zun&chst optisch isotrop erschienen,
jedoch nach 24 h ebenfalls eine Phasentrennung aufwiesen. Lediglich mit 10 und 5%
Wirkstoff entstanden stabile Mikroemulsionen. Dieses Ergebnis ist nicht zufriedenstellend,
da der Austausch des Puffers gegen 0,1 M NaOH offensichtlich mit einem deutlichen
Stabilitdtsverlust der Systeme einhergeht. Weitere Untersuchungen wurden mit
Formulierungen gleicher Arzneistoffkonzentration durchgefiihrt, die statt 0,1 M NaOH
Wasser enthielten. Diese waren in ihrer Stabilitét mit den pufferhaltigen Systemen
vergleichbar. Das zeigt, dass die im Puffer enthaltene Borsdure offensichtlich nicht
entscheidend fur die Stabilisierung der Systeme ist. Wahrscheinlich wirkt sich eher der
hohere pH-Wert der 0,1 M NaOH negativ aus. Die Herstellung vergleichbarer Vehikel mit
0,00 M NaOH sollte Klarheit darUber verschaffen. Dabel entstanden bis zu einem
Lidocain/Prilocain-Gehalt von 25 % stabile Mikroemulsionen.

Um diese Stabilitatsunterschiede weiter aufklaren zu kénnen, erfolgte eine Messung der
Teilchengrof3en der inneren Phase der Mikroemulsionen mit Dynamischer Lichtstreuung
sowie der pH-Werte der Gesamtsysteme. Es wurden jeweils Mikroemulsionen mit 5 %
Arzneistoff verwendet. Die Ergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt. Dort wird sichtbar, dass
sich die Teilchengrof3en der Mikroemulsionen mit Wasser, Puffer und 0,01 M NaOH kaum
unterscheiden. Bel Herstellung mit der zehnfach konzentrierteren 0,1 M NaOH bilden sich
dagegen mehr als drei mal so grof3e Tropfchen. Diese Erkenntnis stimmt genau mit den
optisch beobachteten Stabilitétsunterschieden Uberein. Der pH-Wert der Systeme steigt in
der Reihenfolge zunehmender Basizitét der hydrophilen Phase an. Uberraschend ist dabei
der relativ hohe Wert der Mikroemulsion mit Wasser. Er 18sst sich damit erkléaren, dass ein
Teill der as Base vorliegenden Lokalanasthetikamolekile protoniert wird und somit
weniger freie Wasserstoffionen zur Verfigung stehen. Je hoher der pH-Wert des
umgebenden Mediums ist, desto geringer ist der protonierte Anteil an Arzneistoff. Fur
Lidocain und Prilocain, die beide einen pK;Wert von 7,9 besitzen, liegt dieser Anteil in
einem System mit pH 9,5 bei 2,5 %, betragt der pH-Wert 10,4 sind nur noch 0,3 % des
Arzneistoffs protoniert. Dass die Tropfchen der wasserhaltigen Mikroemulsion trotz des
geringeren pH-Werts nicht kleiner as die des Systems mit 0,01 M NaOH sind, kénnte an
einer moglichen Séttigung der auReren Phase mit Arzneistoff liegen. So ist nicht
auszuschlief3en, dass sich protonierte Wirkstoffmolekile verstarkt in den Tensidbereichen
der Phasengrenzschicht anreichern und bel Lichtstreumessungen der inneren Phase mit
erfasst werden. Die Mikroemulsion mit 0,1 M NaOH besitzt den héchsten pH-Wert der
untersuchten Systeme und folglich den gréften Anteil an unprotoniertem Arzneistoff. Dies
erklart den grof3eren Teilchenradius der lipophilen Phase.
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Tab. 5: Mit Dynamischer Lichtstreuung ermittelte Partikelradien und pH-Werte von Mikroemulsionen mit
Lidocain/Prilocain in Abhéangigkeit von der Zusammensetzung der hydrophilen Phase

Hydrophile Phase Partikelradius (nm) pH-Wert der Mikroemulsion
Wasser/PG (1:2) 9,40 9,5
Puffer/PG (1:2) 9,37 9,8
0,01 M NaOH/PG (1:2) 8,71 9,9
0,1 M NaOH/PG (1:2) 32,44 10,4

Da sich nach den Ergebnissen in Kap. 6.2.2 mit Wasser hergestellte Mikroemulsionen als
gering wirksam erwiesen haben, das pufferhaltige System aufgrund des Borsduregehalts
ausgeschlossen wurde und 0,1 M NaOH Systeme geringerer Stabilitét bildet, soll fur die
weiteren Untersuchungen die Mikroemulsion mit 0,01 M NaOH als Grundlage dienen.

In dieses System wurden verschiedene Arzneistoffkonzentrationen inkorporiert, wobel der
Tensidanteil von 20 % stets konstant blieb. Aulerdem erfolgte die Herstellung von
Vehikeln auf gleicher Basis mit Zusatz von 20 % Ethanol bzw. einem DM SO-Anteil. Alle
Systeme weisen einen pH-Wert zwischen 9,5 und 10 auf. Die konkrete Zusammensetzung
der Formulierungen wird in Tab. 6 ersichtlich.

Tab. 6: Zusammensetzung lidocain/prilocainhaltiger Mikroemulsionen mit 0,01N NaOH (Angaben in %)

ME-L/P ME-L/P EtOH “["),\Eﬂ'ég
Lidocain/Prilocain 5 10 15 20 5 10 20 | 40 20
0,01N NaOH/PG 1:2 75 70 65 60 | 55 50 | 40 20 -
Tween® 80/Synperonic® PE L101 20 20 20
0,01N NaOH/PG/DMS02:1:1 = - 40
Ethanol - 20 20

Zunéchst erfolgte die Testung der Arzneistoffliberation am MSMM. Dazu wurden aus
Grunden der Vergleichbarkeit die Systeme mit jeweils 5 % Lidocain/Prilocain ausgewahit
und den Ergebnissen der EMLA® Creme gegeniibergestellt sowie die Mikroemulsionen
mit jeweils 20 % Wirkstoff untereinander verglichen. Die Resultate sind in Abb. 39 und
Abb. 40 graphisch dargestellt, wobei die nur gering differierenden Ergebnisse von Lido-
cain und Prilocain wieder zu einem Zahlenwert zusammengefasst wurden. Alle Vehikel
zeigen im Untersuchungszeitraum zwischen 5 und 30 min eine Zunahme der freigesetzten
Arzneistoffmenge, wobei bereits nach 5 min fast alle Systeme eine Liberation von uber
50 % aufweisen. Als signifikant besser erwies sich die Freisetzung aus EMLA® Creme im
Vergleich zur Mikroemulsion, wobei kein Unterschied zwischen den Systemen mit und
ohne Ethanol festgestellt wurde. Bei einem Lidocain/Prilocain-Gehalt von 20 % trégt der
Zusatz von Ethanol und DM SO jedoch zu einem Anstieg der Liberation bei.
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Abb. 39: Liberation von Lidocain/Prilocain aus zwei Mikroemulsionen mit 5 % Arzneistoffgehalt
und EMLA® Creme (X + SD, n=5)
* signifikant gegentiber ME-L/P und ME-L/P EtOH, p < 0,05
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Abb. 40: Liberation von Lidocain/Prilocain aus drei Mikroemulsionen mit 20 % Arzneistoffgehalt
(x £ SD, n=5)
* dsignifikant gegeniiber ME-L/P, p < 0,05
** gignifikant gegentiber ME-L/P und ME-L/P EtOH, p < 0,05

Die im MSMM untersuchten Mikroemulsionen wurden auf3erdem einem Langzeit-
stabilitatstest Gber mindestens ein Jahr unterzogen. Dabei erfolgte neben einer optischen
Begutachtung auf Isotropie aller 1-2 Monate eine Bestimmung des Arzneistoffgehalts im
Vehikel. Alle untersuchten Systeme erwiesen sich dabei im genannten Zeitraum bzw.
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soweit untersucht auch darlber hinaus als stabil. Der Arzneistoffgehalt nahm nicht
signifikant ab, wie die graphische Darstellung der Ergebnisse in Abb. 41 zeigt.
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Abb. 41: Langzeitstabilitat der Mikroemulsionen mit Lidocain/Prilocain (x + SD, n=5)

Im Rahmen einer zweiten klinischen Testung am Probanden wurde die lokal-
anasthetische Wirksamkeit der Mikroemulsion mit und ohne Ethanol in verschiedenen
Konzentrationen bzw. mit DMSO (Zusammensetzung siehe Tab. 6 ) untersucht. Wie
Abb. 42 zeigt, steigt die Wirksamkeit des ethanolfreien Grundsystems mit zunehmendem
Arzneistoffgehalt an. Wéhrend sich die Mikroemulsion mit 5% Lidocain/Prilocain erst
nach 120 min signifikant vom Blindwert unterscheidet, ist bel doppelt so hohem
Wirkstoffgehalt bereits nach 60 min und beim System mit 20 % Arzneistoff nach 30 min
eine Wirkung nachweisbar. Im Vergleich zu EMLA® Creme wirkt die Mikroemulsion mit
5% Lidocain/Prilocain 30 und 60 min nach Applikation sogar schlechter, bei hoheren
Konzentrationen ist kein signifikanter Unterschied zur Creme feststellbar.

Bel den ethanolhaltigen Systemen, deren lokalanésthetische Wirksamkeit in Abb. 43
graphisch dargestellt ist, zeigt sich keine einheitliche Tendenz mit zunehmendem
Arzneistoffgehalt. Statt dessen scheint bei 10 % Lidocain/Prilocain ein Optimum beziiglich
der Wirksamkeit zu existieren, denn bel hoheren Konzentrationen nimmt das
Schmerzempfinden der Probanden wieder zu. So unterscheidet sich die Mikroemulsion mit
10 % Wirkstoff bereits nach 30 min vom Blindwert und weist nach 60 und 120 min
signifikant bessere Ergebnisse auf as die Systeme mit 20 und 40 %. Dieses Phdnomen
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lasst sich damit erkl&ren, dass durch den Ethanolgehalt von 20 % der Anteil an hydrophiler
Phase entsprechend verringert ist. Mit steigender Arzneistoffkonzentration nimmt dieser
Antell weiter ab, bis er offenbar nicht mehr ausreicht, die Umwandlung der
Lokalanasthetika in die schlechter wirksame protonierte Form zu verhindern, was eine
Wirkungsabschwéchung des Gesamtsystems zur Folge hat.
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Abb. 42: Im Prick-Test ermittelte |okal anésthetische Wirksamkeit der Mikroemulsion mit verschiedenen
K onzentrationen Lidocain/Prilocain im Vergleich zum Blindwert (BW) und zu EMLA® Creme
(x , n=10), (Schmerzskala: 5 = maximaler Schmerz, 0 = kein Schmerz)
* signifikant gegentiber Blindwert mit p < 0,05
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Abb. 43: Im Prick-Test ermittelte |okalanastheti sche Wirksamkeit der ethanol haltigen Mikroemulsion mit
verschiedenen Konzentrationen Lidocain/Prilocain sowie der Mikroemulsion mit DMSO im
Vergleich zum jeweiligen Blindwert (BW) (x , n=10)

(Schmerzskala: 5 = maximaler Schmerz, 0 = kein Schmerz)
* signifikant gegentiber zugehdrigem Blindwert mit p < 0,05
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Stellt man die Systeme gleicher Arzneistoffkonzentration ohne und mit Ethanol gegentber,
lasst sich bei 5 und 20 % Lidocain/Prilocain kein Unterschied feststellen. Auch der Zusatz
von DM SO fihrt nicht zu einer verbesserten Wirksamkeit. Dafir treten bel Anwendung
dieses Systems vermehrt Hautirritationen, besonders Rétungen auf, so dass der Zusatz von
DM SO zu den verwendeten Mikroemulsionen nicht zu empfehlen ist.

Unterschiede wurden jedoch beim Vergleich der beiden Mikroemulsionen mit 10 %
Lidocain/Prilocain festgestellt. Dabel fuhrt das ethanolhaltige System besonders nach
120 min zu signifikant besseren Ergebnissen. Insgesamt betrachtet weist diese
Mikroemulsion von allen untersuchten Systemen die beste |okal anasthetische Wirksamkeit
auf. Sie bewirkt nach 60 min sogar eine signifikant starkere dermale Anéasthesie als
EMLA® Creme.

Abschliefiend stellt sich die Frage, warum die entwickelten Mikroemulsionen trotz
nachgewiesener sehr guter und schneller Hautpenetration keine deutliche Uberlegenheit in
der Wirksamkeit bzw. im Wirkeintritt gegeniiber EMLA® Creme aufweisen. Als eine
mogliche Ursache sollte die Neigung von Lokalanasthetika zur Mischmizellbildung mit
Polysorbaten in Betracht gezogen werden, die von THOMA und KASPER nachgewiesen
wurde. Lidocain weist von den untersuchten Lokalanésthetika in wassriger Losung zwar
die geringste Tendenz zur Mizellbildung auf (Prilocain wurde nicht untersucht), jedoch
nimmt diese mit steigendem pH-Wert und wachsender lonenstarke deutlich zu [203]. Am
Kaninchenauge wurde nachgewiesen, dass eine verstarkte Mischmizellbildung von
L okalanasthetika mit Polysorbaten zu einer Abnahme der Wirksamkeit fuhrt [204].

Auch bei den entwickelten Mikroemulsionen kann davon ausgegangen werden, dass ein
bestimmter Teil der Lokaanasthetikamolekile mizellar gebunden vorliegt und seine
Wirksamkeit somit nicht optimal entfalten kann.

6.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Basierend auf dem in Kap. 4.1.2 vorgestellten Grundsystem und V oruntersuchungen von
PIsTOrRIUS [153] wurden verschiedene lokaanasthetikahaltige O/W- und W/O-Mikro-
emulsionen entwickelt und miteinander verglichen. Obwohl alle getesteten Formu-
lierungen gute bis sehr gute Freisetzungsergebnisse aufweisen, zeigten sich im Prick-Test
am Probanden z.T. erhebliche Unterschiede hinsichtlich der lokalanasthetischen
Wirksamkeit. Aus diesen Ergebnissen leiten sich zwei essentielle Faktoren fur die
Herstellung gut wirksamer Systeme ab: Das Lokalanasthetikum muss in seiner lipophilen
Basenform vorliegen und in ein Vehikel mit alkalischem pH-Wert inkorporiert werden.
Die beste lokalanasthetische Wirksamkeit wurde bei Einsatz der eutektischen Mischung
aus Lidocain und Prilocain erzielt. Wahrend nach Einarbeitung in die Basismikroemulsion
ein Anstieg der Wirksamkeit mit zunehmender Konzentration zu verzeichnen war, wies
das ethanolhaltige System ein Wirkungsoptimum bei 10 % Arzneistoffgehalt auf. Diese
Mikroemulsion wirkte signifikant besser als EMLA® Creme.
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7 Zusammenfassung

Entscheidend fir die Wirksamkeit eines Arzneimittels ist neben der Potenz des Wirkstoffs
auch die Auswahl eines geeigneten Vehikels. Dies gilt in besonderem Malie in der
Dermatologie, wo das Therapieergebnis stets als Resultat eines komplexen Wechselspiels
zwischen Arzneistoff, Grundlage und Haut zu betrachten ist. Dabei gewinnen moderne,
kolloidale Vehikelsysteme wie Mikroemulsionen zunehmend an Bedeutung. Diese bieten
gegenlber klassischen Salbengrundlagen den Vorteil eines hohen Solubilisierungs-
vermogens fir schlecht [6dliche Stoffe und weisen hervorragende Penetrations-
eigenschaften auf.

Das Zidl dieser Arbeit bestand in der Entwicklung hautvertraglicher Mikroemulsionen, die
als Vehikelsystem fir die dermale Applikation verschiedener Arzneistoffe Verwendung
finden sollen.

Aus ener Vielzahl von getesteten Emulgatoren wurde als die geeignetste Kombination
eine Mischung aus Tween®80 und Pluronic®L101 bzw. Synperonic® PE L101
ausgewahlt, die mit einer Wasser-Propylenglycol-Mischung as hydrophile Phase und
verschiedenen lipophilen Komponenten stabile O/W-Mikroemulsionen bildet.

Die Kombination verschiedener physikochemischer Untersuchungen ermdoglichte eine
umfassende Charakterisierung dieser Systeme. Dabei konnte die Existenz sphérischer
Teilchen mit einem Durchmesser von ca. 20 nm nachgewiesen werden. Die Systeme
zeigten sich isotrop und thermodynamisch stabil. Sie liefen sich deutlich von
flussigkristallinen Strukturen abgrenzen. Aufgrund dieser Charakterisierungsergebnisse
und ihrer Zusammensetzung koénnen sie eindeutig den Mikroemulsionen zugeordnet
werden.

Hydr ocortisonhaltige Mikroemulsionen

In die entwickelten Mikroemulsionen lief3 sich das als Modellarzneistoff ausgewahlte
Hydrocortison in Konzentrationen von bis zu 0,5 % inkorporieren.

In-vitro-Untersuchungen zur Liberation des Wirkstoffs aus dem Vehikel am Mehr-
schichtmembranmodell wurden mit der IPM-haltigen Basismikroemulsion sowie je einem
in lipophiler und hydrophiler Phase modifizierten System durchgefiihrt. Alle drei Vehikel
wiesen dabei sehr gute Freisetzungsergebnisse auf. Dies ist wahrscheinlich auf eine hohe
thermodynamische Aktivitdt des Arzneistoffs im Vehikel zurlckzufuhren. Die zum
Vergleich getesteten vier kommerziell erhdtlichen Hydrocortisonpraparate auf Basis
verschiedener Salbengrundlagen differieren dagegen deutlich in der Wirkstofffrei setzung.
Wiahrend die wasserfreie Salbe Hydrodexan® S schnell das héchste AusmaR ihrer
Liberation erreicht hat, zeigt die Hydrodexan® Creme zunichst eine verzogerte
Freisetzung, die nach langeren Versuchszeiten jedoch bis zum Maximalwert ansteigt. Die
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beiden O/W-Cremes Calmurid® HC und Nubral® 4 HC weisen Ergebnisse zwischen diesen
beiden Extremen auf.

An exzidierter Humanhaut wurde die Penetration von Hydrocortison aus der Basis
mikroemulsion sowie Hydrodexan® S und Nubral® 4 HC untersucht. Dabei bildete sich
nach Applikation der beiden kommerziellen Préparate ein ausgeprégtes Arzneistoffdepot
im Stratum corneum mit zeitlich konstantem Gehalt, aus dem nur geringe Mengen in die
darunterliegenden Hautschichten bzw. bis in den Akzeptor diffundierten. Nach
Anwendung der Mikroemulsion konnte dagegen ca. die Hélfte des penetrierten Arznei-
stoffanteils im Akzeptor nachgewiesen werden, wahrend das Wirkstoffdepot im Stratum
corneum deutlich geringer ausgepragt ist. In den Hautschichten wurden ebenfalls etwas
niedrigere Konzentrationen als nach Applikation der Salbe und der Creme detektiert. Dabei
muss jedoch berlicksichtigt werden, dass die im Akzeptor nachgewiesenen
Arzneistoffmengen die Hautschichten bereits passiert haben. Insgesamt betrachtet konnte
folglich aus der Mikroemulsion eine eindeutig stérkere Penetration von Hydrocortison in
lebende Hautschichten als aus den beiden Praparaten Hydrodexan® S und Nubral® 4 HC
nachgewiesen werden.

L okalanasthetikahaltige Mikroemulsionen

Untersuchungen mit |okal anésthetikahaltigen Mikroemulsionen hatten die Optimierung der
Systeme im Hinblick auf eine mdglichst schnelle und starke Anéasthesie einzelner
Hautaredle zum Ziel. In Voruntersuchungen zeigte sich, dass dafir besonders zwel
Faktoren von Bedeutung sind: Das Lokalanasthetikum muss in seiner lipophilen
Basenform vorliegen und sollte in einem Vehikel inkorporiert sein, das einen alkalischen
pH-Wert aufweist. Da die entwickelte Basismikroemulsion auch bei Verwendung eines
alkalischen Puffers bzw. von NaOH statt Wasser stabile, isotrope Systeme bildet, lief3en
sich auf diese Weise Mikroemulsionen im gewiinschten pH-Bereich herstellen.

In Penetrationsuntersuchungen an exzidierter Humanhaut konnte die Uberlegenheit der
Mikroemulsion mit pH 9 gegeniuiber Basiscreme DAC, die ebenfalls auf diesen pH-Wert
eingestellt wurde, gezeigt werden. In allen Hautschichten und im Akzeptor wurden nach
Applikation der  Mikroemulsion  signifikant  hohere  Konzentrationen  des
L okal anasthetikums Lidocain nachgewiesen.

Eine Bewertung der |okalanéasthetischen Wirksamkeit der Mikroemulsion in Abhéngigkeit
von Modifikationen in der Zusammensetzung und mit drei verschiedenen Arzneistoffen
erfolgte anhand der Ergebnisse eines Prick-Tests, die im Rahmen der klinischen Testung
der Préparate an Probanden vorgenommen wurden. Dabei zeigte die eutektische Mischung
aus Lidocain und Prilocain eine bessere Wirksamkeit als Lidocain allein, wahrend fur
Bupivacain an der Haut keine nennenswerten lokalanasthetischen Effekte nachgewiesen
werden konnten. Durch Zusatz von Ethanol bzw. DMSO konnte die Wirksamkeit der
lidocainhaltigen Mikroemulsion nicht weiter gesteigert werden. Untersuchungen zur
Konzentrationsabhangigkeit der lokaanasthetischen Wirkung an Systemen mit der
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Lidocain-Prilocain-Mischung ergaben fir die Basismikroemulsion einen Anstieg der
Wirksamkeit mit zunehmendem Arzneistoffgehalt bis 20 %. Die Anwesenheit von Ethanol
im Vehikel flhrte dagegen zur Ausbildung eines Wirkungsoptimums bei einer
Arzneistoffkonzentration von 10 %. Diese Mikroemulsion wies von allen getesteten
Systemen die beste lokaanasthetische Wirksamkeit auf und ist somit als optimiertes
Vehikel zu betrachten.
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8 Experimenteller Teil
8.1 Charakterisierung der Systeme

8.1.1 Erstellung desPhasendiagramms

Zur Ermittlung des Mikroemulsionsgebietes im Phasendiagramm wurden durch Rihren
Mischungen der Komponenten abgestuft in 10 %-Schritten entsprechend den jeweiligen
Schnittpunkten im Raster des Diagramms hergestellt und zur Gleichgewichtseinstellung
7 Tage stehen gelassen. Danach erfolgt eine Beurteilung der optischen Transparenz, wobei
nur eindeutig klare, einphasige Systeme im Phasendiagramm als Mikroemulsionsgebiet
gekennzeichnet wurden. Zur deutlichen Abgrenzung der Randgebiete der isotropen Phase
wurden in den relevanten Bereichen weitere Mischungen in 5 bzw. 2 %igen Abstufungen
der Konzentrationen der Komponenten hergestellt und in gleicher Weise gepriift.

8.1.2 Polarisationsmikroskopie

Die polarisationsmikroskopischen Untersuchungen der Mikroemulsionen wurden an dem
Gerédt Optiphot X2 der Fa. Nickon GmbH, Dusseldorf, durchgefiihrt. Ein Tropfen jeder
Probe wurde zwischen zwel Deckgléschen auf dem Heiztisch des Mikroskops positioniert
und bel einer 100-fachen VergroRerung betrachtet. Nach anfanglichem Aufheizen auf
30 °C wurden die Proben unter standiger Beobachtung mit einer Geschwindigkeit von
5 K/min bis auf -10 °C abgekihit.

8.1.3 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wurde ein Tropfen jeder Mikroemulsion
zwischen zwei Kupferplattchen zu einer diinnen Schicht verteilt und in flissigem Propan
(-190°C) schockgefroren. Nach Uberfiihrung in die Gefrierbruchanlage (Balzers BAF
400 T) erfolgte bei -110°C im Vakuum das Brechen und 30s Atzen der Probe. Die
anschlief3ende Bedampfung mit Platin fand unter einem Winkel von 35°, die mit Kohle bei
90° statt. Die entstandenen Abdriicke wurden mit einer Methanol-Chloroform-Mischung
(1:1) vom Kupferpléattchen abgelést und konnten nach Reinigung mit Wasser im
Transmissions-Elektronenmikroskop (Zeiss EM 902, Beschleunigungsspannung 80 KV)
betrachtet werden.

8.1.4 Viskositatsmessungen

Die Messung der Dynamischen Viskositéten der Mikroemulsion und verschiedener PG-
Wasser-Mischungen erfolgte an dem nach dem Couette-Prinzip arbeitenden Rotations-
viskosimeter Fluids Spectrometer RFS 11 der Fa. Rheometrics Scientific, Bensheim. In den
Aulkenzylinder wurden ca. 12ml der zu untersuchenden Probe geflillt und der
Innenzylinder bis zur Oberkante darin eingetaucht. Nach Erreichen einer konstanten
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Temperatur von 25 °C wurde bei Scherraten zwischen 0,1 und 100s” eine FlieRkurve
aufgezeichnet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms
RHIOS, Version 4.2.

8.1.5 Dynamische Lichtstreuung

Zur Ermittlung von TeilchengrofRen der Mikroemulsionen mittels Dynamischer Licht-
streuung wurden die Proben zunéchst durch einen Cellul oseacetat-Membranfilter (1,2 um,
Sartorius, Gottingen) filtriert und in Laserstreulichtkivetten (Hellma, MUllheim) eingefllt.
Nach Temperierung bel 25,0+ 0,1°C efolgte die Messung mit einem Kompakt-
Goniometer ALV/SP 86 (ALV-Laser Vertriebsgesellschaft mbH, Langen) der einen
Nd:YAG-Laser (Fa. ADLAS) der Wellenlange 532 nm mit einer Leistung von 140 mW
enthielt. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert der Messung bel verschiedenen Winkeln
zwischen 60 und 120 ° dar.

Der Brechungsindex der Proben wurde mit einem Abbé-Refraktometer (Abbemat, Dr.
Kernchen, Seelze) bel 25,0 + 0,2 °C bestimmt.

Die Auswertung der Ergebnisse basiert auf der Viskositdt der hydrophilen Phase, die
gemal3 Kap. 8.1.4 bestimmt wurde.

8.2 Bestimmung physikochemischer Parameter der Arzneistoffe

8.2.1 Vertellungskoeffizienten

Zur Bestimmung des Oktanol-Wasser-V erteilungskoeffizienten von Hydrocortison wurde
eine Mischung aus je 100 ml der beiden Flissigkeiten 12 h geschittelt, um die Phasen
gegenseitig zu séttigen. Nach eingetretener Phasenseparation erfolgte die Trennung beider
Stoffe mit Hilfe eines Scheidetrichters. Das oktanolgeséttigte Wasser diente zur
Herstellung einer geséttigten Lésung von Hydrocortison. 3 ml dieser Stammldsung wurden
mit 3 ml des wassergeséttigten Oktanols versetzt und in einer Glasampulle verschweilit.
Funf dieser Proben wurden anschlief3end bei Temperierung von 32° C im Wasserbad 24 h
geschuttelt. Nach Eintreten der Phasentrennung und Aufbrechen der Ampullen erfolgte
nach entsprechender Verdinnung die Messung des Hydrocortisongehalts in der wassrigen
und in der Oktanolphase mittels HPLC. Der Verteilungskoeffizient liefd sich aus dem
Verhdltnis der beiden gemessenen K onzentrationen ermitteln.

8.2.2 Sattigungsoslichkeiten

Um die Séttigungsoslichkeiten der einzelnen Arzneistoffe in verschiedenen Medien zu
ermitteln, wurden jewells ca. 2 ml des Losungsmittels mit soviel Arzneistoff versetzt, dass
sich ein Bodensatz bildete. Wéahrend des anschlieffenden 24-stiindigen Schittelns
(Laborschittler Fa. GLF, Burgwedel) wurde in gewissen Absténden das Vorhandensein
des Bodensatzes Uberpruft und neuer Arzneistoff zugesetzt, sofern dieser sich komplett
gelost hatte. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden alle Proben bei 4000 min™ zentrifugiert
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(Laborzentrifuge MLW T52.1, Zentrifugenbau Engelsdorf) und ggf. filtriert (Filter Nr.
390, Speziadpapierfabrik Niederschlag/Erzgebirge). Nach entsprechender Verdinnung
erfolgte die Gehaltsbestimmung des jeweiligen Arzneistoffs mittels HPLC. Aus je drel
Parallelansétzen wurden je drei Proben analysiert.

8.3 Herstellung der Mikroemulsionen

Zur Herstellung der Mikroemulsionen wurden zunédchst die beiden Tenside in
entsprechender Konzentration gemischt und anschlief3end mit der nétigen Menge des
pharmazeutischen Ols versetzt. Zuletzt erfolgte die Zugabe der ebenfalls im Voraus
hergestellten Mischung der hydrophilen Phase. Die Einstellung des Mikroemulsions-
gleichgewichts geschah durch Rihren in einer kleinen Fantaschale oder Schitteln im
Reagenzglas.

Zur Herstellung hydrocortisonhaltiger Systeme wurde der Arzneistoff vor Zusatz der
hydrophilen Phase mit Hilfe eines Pistills in einer Fantaschale homogen mit der Tensid-Ol-
Mischung verrieben, um die Bildung von Arzneistoffagglomeraten zu verhindern.

Zur Herstellung der Mikroemulsionen mit Lokalanésthetika wurden die pulverformigen
Arzneistoffe ebenfalls mit der Tensid-Ol-Mischung angerieben, die fliissige eutektische
Mischung wurde anstelle der Olphase zugesetzt und das System einfach bis zur
Gleichgewichtseinstellung im Reagenzglas geschiittelt.

8.4 Stabilitatsuntersuchungen

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Arzneistoffe in den Mikroemulsionen wurden jeweils
ca. 10 mg der Formulierung genau eingewogen, mit 2 ml Methanol versetzt und 30 min
geschiittelt (Laborschiittler Fa. GLF, Burgwedel). Die Bestimmung des Arzneistoffgehalts
der Proben erfolgte nach entsprechender Verdinnung mittels HPLC. Es wurden je 5
Parallel bestimmungen durchgefiihrt.

8.5 In-vitro-Liberationsuntersuchungen am Mehrschichtmembranmodell

Aufbau des Modells

Das Mehrschichtmembranmodell nach FURST/NEUBERT (Abb. 44) besteht aus einer Grund-
und einer Deckplatte aus Polyacryl, zwischen denen 8-10 Einzelzellen fur Parallel-
bestimmungen positioniert werden konnen. Eine derartige Zelle setzt sich aus einer
Grundscheibe, einer Schablone mit einer Aussparung von 4cm? zum Auftragen der
Formulierung und einer Deckscheibe, die den oberen Abschlul3 der Zelle bildet,
zusammen. Zwischen Grundscheibe und Schablone wird die fir den jewelligen Versuch
bendtigte Art und Anzahl von Dodecanol- bzw. Glycerolmembranen platziert und mit einer
Nephrophanmembran von der Grundscheibe abgegrenzt [136].
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Deckscheibe
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Schablone zum
Auftragen der Salbe — ")
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Membranschichten

Grundplatte

Abb. 44: Aufbau des M ehrschichtmembranmodells nach FURST/NEUBERT

Versuchsdur chfiihrung

Auf der obersten Membran jeder Zelle wurden ca. 10 pl der Mikroemulsion bzw. 10—
12mg der Sabe genau eingewogen und innerhalb der Aussparung der Schablone
moglichst gleichmaldig verteilt. Nach Fixierung der Einzelzellen durch Verschraubung
wurde das gesamte Modell in einem Spezialeinsatz im Wasserbad bei 32°C
(Hauttemperatur) fur die Dauer von 30, 100 und 300 min (HC) bzw. 5, 10 und 30 min (LA)
temperiert. Nach Ablauf der Versuchszeit und Zerlegung des Modells in Einzelzellen
erfolgte bei funf der sieben Pardlelansdtze die Entfernung des verbleibenden
Formulierungsriickstandes auf der obersten Membran. Die tbrigen zwel Zellen dienten zur
Bestimmung der Wiederfindungsrate, hier wurde der Formulierungsriickstand mit in die
Analytik einbezogen. Nach Trennung der Membranen einer Zelle und Uberfuihrung in
Reagenzglaser erfolgte die Extraktion des Arzneistoffs durch 30-minttiges Ausschitteln
mit 2 ml Chloroform (HC) bzw. 5 ml 80 %igem Ethanol (LA). Wahrend die ethanolischen
Proben direkt mit HPLC vermessen werden konnten, musste das zur Extraktion benétigte
Chloroform erst mit einem Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand in 1 ml
Methanol wieder aufgenommen werden.

Herstellung der verwendeten Membranen

Membranrezeptur: fur Hydrocortison ~ fur Lokalan&sthetikabasen
Dodecanal 80¢g 409
Ether-Ethanol-Mischung (85:15 V/V) ad 100,0g ad 100,0g

4 %ige Collodium-L6sung ad 200,0 g ad 200,0 g
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Als Akzeptor fur die in Voruntersuchungen getesteten Lokalanasthetika-Hydrochloride
diente statt Dodecanol 4,0 g Glycerol.

Ca 120ml dieser Mischung wurden mit Hilfe eines Filmziehgerdtes (institutseigene
Werkstatt) bei definierter Spaltbreite gleichma3ig auf einer Glasplatte verteilt. Nach
vollstandigem Verdampfen der Losungsmittel (ca. 4-6 h) konnte die Membran von der
Glasplatte abgezogen werden. Anschlief3end erfolgte das Ausstechen kreisformiger Stlicke,
die bis zur Verwendung zwischen Filterpapier im Exsikkator aufbewahrt wurden.
Glycerolmembranen wurden bedingt durch Verdunsten des Glycerols spétestens einen Tag
nach Herstellung verwendet.

8.6 Penetrationsuntersuchungen an exzidierter Humanhaut

Diffusionszelle nach FRANZ

Zur Durchfuhrung der Penetrationsuntersuchungen wurde die Diffusionszelle nach FRANZ
(Crown Glass Co. Inc., Evergreen Drive Somerville, N.Y. USA) verwendet. Deren Aufbau
ist in Abb. 45 schematisch dargestellt. Sie besteht aus einer doppelwandigen, mit Wasser
temperierbaren Glaskammer. Diese dient zur Aufnahme der Akzeptorfllssigkeit, die
sténdig gerdhrt wird, um die Ausbildung von Diffusionsschichten zu verhindern. Auf
diesem Glasteil wird die auf einem Stlick Gaze liegende Haut so positioniert, dass sich
seine Dermis in standigem Kontakt mit der Akzeptorflissigkeit befindet. Nach Fixierung
mit einer Metallklammer kann die Zelle mit einer Glasabdeckung versehen werden, um
Verdunstungseffekte auszuschlief3en.

(ﬁi Glasabdeckung

e  Haut
Filtergaze

—_—
Wasser-Temperierung
«— 32°C

/4

Vi
1

—1—— Wassergefillter
Glasmantel

\Ef Magnetriihrer

Abb. 45: Aufbau der Diffusionszelle nach FRANZ [64]
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Pré&paration der Humanhaut

Die fur die Penetrationsstudien verwendeten Hautstiicke stammen von Mammareduktions-
plastiken. Sie wurden innerhalb weniger Stunden nach der Operation mit isotonischer
NaCl-Losung gereinigt und vom subkutanen Fettgewebe befreit. Nach dem Ausstanzen
runder Hautstiicke von 2 cm Durchmesser mit einem Locheisen wurden diese einzeln in
Alufolie verpackt und bis zur Verwendung maximal 3 Monate bei —20 °C aufbewahrt.

Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen wurde die Haut von drei
Patientinnen im Alter von 38, 40 und 51 Jahren verwendet.

Herstellung der Formulierungen mit radioaktiv markiertem Hydrocortison

Zur Herstellung radioaktiv markierter Mikroemulsionen wurden 30 pl der *H-Hydro-
cortison-Gebrauchsldsung auf ein Uhrglaschen gegeben und der nach Abdampfen des
Losungsmittels (Toluol:Ethanol 9:1) verbleibende Ruckstand durch Rihren homogen in
15 ul Mikroemulsion verteilt. 10 ul davon wurden fir die Penetrationsversuche verwendet.
Daraus resultiert pro Hautstiick eine aufgetragene Menge an Radioaktivitét von 14 uCi. Da
der tritiummarkierte Anteil an der Gesamtmenge des Hydrocortisons in der Mikroemulsion
mit ca 0,15 % sehr gering ist, musste der Arzneistoffgehalt der zu Penetrationsunter-
suchungen verwendeten Systeme nicht reduziert werden.

Die Einarbeitung des *H-Hydrocortisons in Salben erfolgte durch Mischung von 20 pl der
Gebrauchsl6sung mit einer genau eingewogenen Menge von ca. 10 mg Salbe, so dass pro
Hautstiick 12-15 pCi Radioaktivitéat aufgetragen wurden.

Versuchsdur chfiihrung
a) Hydrocortisonhaltige Systeme

Auf die frisch aus dem Gefrierschrank entnommenen, aufgetauten und vom Gefrierwasser
befreiten Hautstlicke erfolgte die homogene Verteilung von 10 pl der Mikroemulsion bzw.
der durch Differenzwagung genau ermittelten Masse an Salbe. Das Hautstlick wurde
anschlief3end in der auf 32 °C vortemperierten Diffusionszelle positioniert, die isotonische
NaCl-Losung als Akzeptorflussigkeit enthielt. Nach Ablauf der jeweiligen Versuchsdauer
von 30, 100 oder 300 min und Entnahme des Hautstiicks aus der Zelle wurde der auf der
Hornschicht verbliebene Formulierungsriickstand vorsichtig mit einem Wattestdbchen
entfernt und das Hautstiick am Rand mit Stecknadeln auf einer mit Alufolie bespannten
Styroporunterlage befestigt. Die Entfernung des Stratum corneum erfolgte nach Auflegen

einer Schablone mit kreisférmiger Aussparung (d = 16 mm) durch 20 Abrisse mit Tesa -
Film. Aus der verbleibenden Epidermis und Dermis konnten drei Stanzbiopsien
(d=6mm) entnommen werden. Sie bildeten die Grundlage zur Anfertigung von
horizontalen Schnitten mit einem Gefriermikrotom (Fa. R. Jung, Heidelberg). Dabei wurde
die lebende Epidermisin 8 Stiicke a 20 um Hauttiefe und die Dermis in 30 Sticke a 40 um
zerlegt. FUr die anaytische Auswertung mittels FlUssigkeitsszintillationszahlung wurden
jewells zwei Hornhautabrisse zu einer Probe zusammengefasst und mit 4 ml Methanol
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sowie 8 ml Szintillatorlésung [4,0 g PPO (2,5-Diphenyloxazol) und 0,1 g POPOP (1,4-Di-
2-(5-phenoxazolyl)-benzen) ad 1,01 Toluol] versetzt. Die gleiche Vorbehandlung erfolgte
mit einer Probe der Akzeptorflussigkeit und dem zur Entfernung des Formulierungs-
rickstandes verwendeten Wattetupfer, dessen Quantifizierung zu Bilanzierungszwecken
diente. Die Epidermis- und Dermisschnitte mussten zunéchst zur Gewebeauflsung mit
100 pl Soluene™ 350 behandelt werden, bevor sie nach Stehen tiber Nacht und Zusatz von
1 ml Methanol sowie 2 ml Szintillator einzeln vermessen werden konnten.

b) Lokal anéasthetikahaltige Systeme

Die Durchfihrung dieser Versuche entspricht bis auf folgende Unterschiede der
beschriebenen Testung der hydrocortisonhaltigen Systeme: Fir jede lokalanasthetika-
haltige Formulierung wurde die Penetration der Arzneistoffe in die enzelnen
Hautschichten nach einer Versuchsdauer von 10 und 30 min gemessen. Die Entfernung des
Stratum corneum erfolgte nicht durch Tesa®-Film-Abrisse sondern durch einen Mikrotom-
schnitt von 20 um Tiefe aus jeder der drei Stanzbiopsien. Fur die analytische Bestimmung
mittels HPLC wurden alle Schnitte jewells einer Hautschicht zu einer (Stratum corneum 1x
20um und Epidermis 8x20 um) bzw. zwel (Dermis 2x15x40 um) Proben
zusammengefasst. Nach 24-stindiger Extraktion mit je 1 ml absolutem Ethanol und
Zentrifugieren konnten die Proben abgeftillt und direkt in die HPLC eingespritzt werden.
Als Blindwert diente ein unbehandeltes Hautstiick.

8.7 Herstellung der Lokalanéasthetikabasen aus Hydrochloriden

Zur Gewinnung von Prilocain in seiner Basenform wurden 10g des entsprechenden
Hydrochlorids in 75ml Wasser gelost. Nach Einfillen in einen Scheidetrichter und
Einstellen des pH-Wertes auf ca. 10 mit 6 M NaOH erfolgte die Extraktion der
Prilocainbase durch Ausschitteln mit 70 ml Ether. Der Trennung von organischer und
wassriger Fraktion schloss sich das Abdampfen des Ethers an, wobei reines Prilocain
zurtickblieb. Aus der verbliebenen waéssrigen Phase erfolgte durch zwe weltere
Extraktionen mit je 50 ml Ether die Gewinnung des restlichen Prilocains. Mit diesem
Verfahren wurde der Arzneistoff als fllissige, klare Base mit einer Ausbeute von 98-100 %
erhalten.

Die Herstellung von Bupivacain erfolgte durch Suspendieren von 2,5 g des Hydrochlorids
in 20 ml Wasser und dreimaliges Ausschiitteln der alkalisierten hydrophilen Phase mit 25
bzw. 20ml Ether. Es konnte eine Ausbeute von 99 % erzielt werden, wobei das
gewonnene Bupivacain als weil3es Pulver vorlag.

8.8 Klinische Testung am Probanden

Ziel der klinischen Studien war ein Vergleich verschiedener topischer Formulierungen
hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs und der Stérke der lokalanasthetischen Wirksamkeit.
Dazu lag ein positives Votum der Ethikkommission der Arztekammer Sachsen-Anhalt vor.
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Sudiendesign

An den klinischen Studien nahmen je 10 freiwillige, volljahrige Probanden teil, bei denen
keine neurologischen oder Hauterkrankungen vorlagen. Die Anwendung von
Medikamenten wahrend der Studie wurde ebenso wie das Vorliegen einer
Schwangerschaft ausgeschlossen. Die praktische Durchfiihrung der Untersuchungen oblag
einem Facharzt fir Dermatologie und Venerologie, der Uber die nétige Erfahrung bei der
Klinischen Prifung von Arzneimitteln verflgt. Die Probanden wurden vor der Testung tber
Ziel und Ablauf der Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

Die Applikation der Prifpréparate erfolgte mit Hilfe von Epicutan-Testpflastern
Leukotest® (Fa. Beiersdorf). Jedes dieser Pflaster enthdlt 5 runde Baumwolll&ppchen als
Matrix fUr verschiedene Testpraparate eingebettet in hypoallergener Klebemasse. Nach
Auftragen der Formulierungen auf die Pflaster wurden diese zum Zeitpunkt Null auf dem
Rucken des Probanden platziert (siehe Abb. 46). Nach 5, 10, 30, 60 und 120 min wurde
jewells ein Teil der Pflaster entfernt und die genauen Applikationsareale der einzelnen
Formulierungen mit einem Stift auf der Haut markiert. Zur Quantifizierung der
lokalanasthetischen Wirksamkeit musste der Proband die Schmerzintensitét nach einem
Feinnadelstich (Prick-Test) im behandelten Gebiet im Vergleich zum Schmerz an einer
unbehandelten, benachbarten Stelle beurteilen. Diese Bewertung erfolgte auf der Basis
einer Schmerzskala von 0 bis 5, wobel 5 maximales Schmerzempfinden und O keinerlei
Schmerz ausdriickte. In gleicher Weise wurde das Empfinden von Berdhrungsreizen mit
einer Kanulenhdlle quantifiziert. Im Anschluss an die Testung erfolgte eine Desinfektion
der Einstichstellen. Die Untersuchung wurde as Doppelblindstudie durchgeftihrt. Das
Auftragen der Formulierungen auf die Epikutanpflaster erfolgte durch eine vom Prifarzt
unabhéngige Person. Alle Préparate wurden auch gegen Placebo gepriift.

Die Voruntersuchungen im Selbsttest wurden an zwei Probanden vom selben Prifarzt und
in gleicher Weise durchgefiihrt.

Abb. 46: Applikation der Leukotest® Pflaster auf dem Riicken einer Probandin
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8.9 Analytische Methoden

8.9.1 Bestimmung von Hydrocortison

Die Quantifizierung von Hydrocortison erfolgte mittels HPL C mit folgenden Parametern:

Apparatur: KONTRON Instruments 325 mit Pumpe und Autosampler 360
Detektion: DAD 440 bei 239 nm

Saule: Eurospher 100 C18, 125 x 4 mm, 5 um (Knauer, Berlin)
Mobile Phase: Methanol / Wasser 60/ 40 (V/V)

Flulrate: 1,5 ml/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Kalibrierung: externer Standard

Kalibrierbereich: 0,5-50 pg/ml
Bestimmungsgrenze: 0,2 pg/mi

8.9.2 Bestimmung von Lidocain und Prilocain

Die Quantifizierung von Lidocain und Prilocain erfolgte mittels HPLC mit folgenden
Parametern:

Apparatur: MERCK-HITACHI D 6000A mit Autosampler AS 4000 und
Pumpe L6200A

Detektion: UV-VIS Detektor L4250 bei 204 nm

Saule: Lichrospher 100 RP8, 125 x 4 mm, 5 um (Merck KGaA, Darmstadt)

Mobile Phase: Methanol / Wasser /Ammoniak-L6sung (25 %) 65/ 35/ 1(VIVIV)

FluRrate: 1,2 ml/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Kalibrierung: externer Standard

Kalibrierbereich: 10-200 pg/ml
Bestimmungsgrenze: 0,5 pg/mi

8.9.3 Bestimmung von Bupivacain

Die Quantifizierung von Bupivacain erfolgte mittels HPLC mit folgenden Parametern:

Apparatur: MERCK-HITACHI D 6000A mit Autosampler AS 4000 und
Pumpe L6200A

Detektion: UV-VIS Detektor L4250 bei 204 nm

Saule: Nucleosil 100 C8, 125 x 4 mm, 5 um (Macherey-Nagel, Diren)

Mobile Phase: Methanol / Wasser / Ammoniak-L6sung (25 %) 70/ 30/ 1(VIVIV)

FluRrate: 1,2 ml/min

Injektionsvolumen: 20 pl

Kalibrierung: externer Standard

Kalibrierbereich: 10-200 pg/ml
Bestimmungsgrenze: 1 pg/ml
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8.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software WinSTAT 3.1. Die
Ergebnisse wurden als signifikant unterschiedlich bewertet, wenn eine Irrtumswahrschein-
lichkeit von p < 0,05 vorlag.

Zur Auswertung der Liberationsergebnisse wurden der F-Test und der t-Test heran-
gezogen. Dabei erfolgte ein Vergleich einzelner Systeme untereinander, um den Einfluss
verschiedener Modifikationen der Vehikel auf die Freisetzung des Arzneistoffs zu
beurteilen. Daraus resultieren bei einigen Abbildungen relativ viele signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Formulierungen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurde auf eine vollstdndige Kennzeichnung aler Signifikanzen in diesen Abbildungen
verzichtet. Es wurden lediglich einige ausgewahlte Beispiele, die fur den weiteren Verlauf
der Arbeit von Bedeutung sind, entsprechend kenntlich gemacht. Auf weitere signifikante
Unterschiede wird jedoch im Text hingewiesen.

Eine statistische Bewertung der Penetrationsergebnisse mit Hilfe des U-Tests (Mann-
Whitney) bzw. nach Kruskall-Wallis erweist sich bel einer Stichprobenanzahl vonn=3 als
wenig sinnvoll. Diese Einschétzung wird durch die Heterogenitét des biologischen
Materials und die dadurch bedingten relativ grofen Standardabweichungen noch
unterstrichen. Als eindeutig unterschiedlich wurden deshalb nur die Ergebnisse bewertet,
die sich um mindestens eine Groéf3enordnung voneinander unterscheiden.

Die Beurteilung der klinischen Daten aus den Prick-Testungen am Probanden erfolgte
mit Hilfe des Wilcoxon-Tests, einem parameterfreien Prufverfahren fir abhéngige
Stichproben kleineren Umfangs. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden in den
graphischen Darstellungen jeweils nur signifikante Unterschiede gegentber den
entsprechenden Blindwerten bzw. der als Referenz dienenden EMLA® Creme kenntlich
gemacht. Differenzen zwischen den verschiedenen Formulierungen werden im Text
erlautert. Die Standardabweichung der Mittelwerte wurde nicht ermittelt, da sie bei der
Analyse von Ergebnissen aus einer Bewertungsskala keine relevanten Aussagen liefert.

8.11 Liste der verwendeten Substanzen

Ammoniak-L6sung 25 % Grussing GmbH, Filsum

Bupivacain-Hydrochlorid Synopharm GmbH, Barshiittel

Collodium Lésung 4 % Caesar & Loretz GmbH, Hilden

Dimethylsulfoxid Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Dodecanol Merck-Schuchard, Hohenbrunn

Ethanol (absolut) Bundesmonopolverwaltung fir Branntwein, Leipzig
Ether Kraemer & Martin GmbH, Sankt Augustin
Hydrocortison, mikrofein COM Pharma, Hamburg

3H-Hydrocortison Amersham Buchler GmbH, Braunschweig
|sopropylmyristat Caesar & Loretz GmbH, Hilden

Isopropyl pal mitat FLUKA Chemie, Buchs
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Lidocain SIGMA-ALDRICH-CHEMIE GmbH, Deisenhofen
Lidocain-Hydrochlorid SIGMA-ALDRICH-CHEMIE GmbH, Deisenhofen

Methanol, HPLC gradient
Natriumhydroxid
Olsaure

POPOP

PPO

Pluronic” L101
Propylenglycol
Prilocain-Hydrochlorid
Soluene™ 350
Synperonic” PE L101
Toluol

Tween” 80

J.T. Baker, Deventer, Holland
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Caesar & Loretz GmbH, Hilden
Canberra Packard GmbH, Dreieich
Canberra Packard GmbH, Dreieich
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Caesar & Loretz GmbH, Hilden
Synopharm GmbH, Barsbiittel
Canberra Packard GmbH, Dreieich
C.H. Erbsloh, Krefeld
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
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